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- Ac: anticuerpo. 
- ADNc: ácido desoxirribonuceico complementario. 
- ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
- BCGFII: en inglés, B cell growing factor II; factor II de crecimiento de 
linfocitos B. 
- CD: en inglés, cluster of differentiation; cúmulo de diferenciación. 
- CMH: complejo mayor de histocompatibilidad. 
- CMHe: células madre hematopoyéticas. 
- CM: célula madre. 
- CPA: células presentadoras de antígeno. 
- CSF: en inglés, colony-stimulating factor; factor estimulante de colonias. 
- CTLA-4: en inglés, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; antígeno 4 del linfocito T 
citotóxico. 
- CXCR4: en inglés, C-X-C chemokine receptor type 4; receptor 4 de CXC Motif. 
- EICH: enfermedad injerto contra huésped. 
- FGF: en inglés, fibroblast growth factor; factor de crecimiento fibroblástico. 
- FISH: en inglés, fluorescence in situ hybridation, hibridación fluorescente in 
situ. 
- FKBP: en inglés, FK506 binding protein; proteína de unión al tacrólimus. 
- G-CSF: en inglés, granulocyte colony-stimulating factor; factor estimulante de 
colonias de granulocitos. 
- GM-CSF: en inglés, granulocyte macrophage colony-stimulating factor; factor 





- Gro-: en inglés, growth-realted oncogene ; oncogen regulador del 
crecimiento . 
- Gro-β: en inglés, growth-realted oncogene β; oncogen regulador del crecimiento 
β. 
- HLA: en inglés, human leukocyte antigen; antígeno leucocitario humano. 
- ICAM: en inglés, intercellular adhesion molecule; molécula de adhesión 
intercelular. 
- IFN: interferón. 
- Ig: inmunoglobulina. 
- IGF: en inglés, insulin-like growth factor; factor de crecimiento insulínico. 
- IGIF: en inglés, IFN--inducing factor; factor inductor del IFN-. 
- IHQ: inmunohistoquímico. 
- IL: interleucina. 
- IP-10: en inglés, IFN--induced protein 10; proteína 10 inducida por IFN-. 
- IS: inmunosupresión. 
- kDa: kilodalton. 
- LAK: en inglés, limphokine-activated killer cells; células “killer” activadas por 
linfoquinas. 
- LB: linfocito B. 
- LFA-1: en inglés, lymphocyte function-associated antigen 1; antígeno 1 
asociado a la función de los linfocitos. 
- LT: linfocito T. 
- LTh1: linfocito T cooperador de tipo 1. 
- LTh2: linfocito T cooperador de tipo 2. 




- MAF: en inglés, macrophage activating factor; factor activador de los 
macrófagos. 
- MCP: en inglés, monocyte chemoattractant protein 1; proteína quimiotáctica de 
monocitos 1. 
- MICA: en inglés, major histocompatibility complex class I-related chain A; 
cadena A del CMH de clase I. 
- MIP: en inglés, macrophage inflammatory protein; proteína inflamatoria de 
macrófagos. 
- l: microlitro. 
- MO: médula ósea. 
- MMF: ácido micofenólico o micofenolato mofetilo. 
- MMIF: en inglés, macrophage migration inhibitory factor; factor inhibidor de la 
migración de los macrófagos. 
- mTOR: en inglés, mammalian target of rapamycin; diana de la rapamicina de 
los mamíferos. 
- ng: nanogramo. 
- PCR: en inglés, polymerase chain reaction; reacción en cadena de la polimerasa. 
- PDGF: en inglés, platelet derived groth factor; factor de crecimiento derivado 
de plaquetas. 
- PI: proliferación intimal. 
- PPA: porcentaje de permeabilidad arterial. 
- QR: quimerismo reverso. 





- RANTES: en inglés, regulated on activation, normal T cell expressed and 
secreted; quimiocina expresada y secretada por células T normales reguladas 
tras la activación. 
- RC: rechazo crónico. 
- R-LT: receptor de linfocitos T. 
- RT-PCR: en inglés, real time polymerase chain reaction, reacción en cadena de 
la polimerasa en tiempo real. 
- SCF: en inglés, stem cell factor; factor de células madre. 
- SDF-1: en inglés, stromal cell-derived factor 1; factor derivado del estroma. 
- TGF-: en inglés, transforming growth factor ; factor de crecimiento 
transformante . 
- TNF: en inglés, tumor necrosis factor; factor de necrosis tumoral. 
- TOS: trasplante de órgano sólido. 
- TRF: en inglés, T cell-replacing factor; factor de reemplazo de linfocitos T. 
- TTC: trasplante de tejidos compuestos. 
- VCAM: en inglés, vascular cell adhesion molecule; molécula de adhesión 
vascular. 
- VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. 



































































Introducción: Los trasplantes de tejidos compuestos sufren rechazo crónico 
modulado por citoquinas. El quimerismo reverso o quimerismo del aloinjerto se define 
como la repoblación del tejido trasplantado por células circulantes del receptor. 
Plerixafor produce la movilización de células madre de médula ósea CD34+ hacia la 
sangre periférica, y podría tener un papel facilitador de la repoblación de los aloinjertos. 
Objetivo: Conocer los mecanismos moleculares que intervienen en el rechazo 
crónico y el quimerismo reverso tras la administración de plerixafor. 
Material y método: Se realizaron dieciséis trasplantes osteomusculares 
heterotópicos de pata posterior entre ratas Brown-Norway hembra y Wistar Lewis 
macho bajo inmunosupresión sub-terapéutica con tacrólimus. Se establecieron dos 
grupos de estudio: el grupo I solo recibió inmunosupresión sub-terapéutica con 
tracrólimus, mientras que el grupo II además recibió tratamiento con plerixafor.  
Transcurridas 9 semanas se estudiaron la expresión de citoquinas y el infiltrado 
leucocitario en distintas localizaciones musculares, así como el grado de rechazo 
crónico y porcentaje de quimerismo reverso en diferentes tejidos del aloinjerto. 
Resultados: Se encontraron diferencias estadísticas en la expresión de factor 
estimulante de colonias granulocíticas e interleucina 12 a nivel de los tercios medio y 
distal del aloinjerto, y de interleucina 6 a nivel del tercio medio del aloinjerto. La 
intensidad del infiltrado leucocitario fue mayor en el grupo que no recibió plerixafor. 
Ambos grupos desarrollaron rechazo crónico y se pudo observar la aparición de 
quimerismo reverso. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el 
infiltrado leucocitario, el rechazo crónico ni el quimerismo reverso. 
Conclusiones: La movilización de células madre de médula ósea CD34+ se 
asoció con una menor expresión de ciertas citoquinas como el factor estimulante de 
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colonias granulocíticas, interleucina 6 e interleucina 12, pero no evitó el desarrollo de 
































































2.1 TRASPLANTES DE TEJIDOS COMPUESTOS 
Los aloinjertos compuestos vascularizados, inicialmente referidos como 
aloinjertos de tejidos compuestos, se han convertido en una opción clínica real en la 
cirugía reconstructiva para reemplazar estructuras corporales perdidas o gravemente 
dañadas que no pueden ser reparadas adecuadamente con técnicas quirúrgicas 
convencionales. De acuerdo con la United Network for Organ Sharing, los aloinjertos 
compuestos vascularizados son un trasplante que involucra diferentes partes del cuerpo 
y cumplen todos los siguientes criterios (1): 
- Está vascularizado y requiere de la conexión quirúrgica de los vasos sanguíneos 
para funcionar tras el trasplante. 
- Contiene múltiples tipos de tejidos. 
- Se obtiene de un donante humano como una unidad anatómica/estructural. 
- Se trasplanta a un receptor humano como una unidad anatómica/estructural. 
- Está mínimamente manipulado, es decir, el procesamiento no altera las 
características relevantes originales del órgano en relación con la función que 
poseerá en la reconstrucción, reparación o reemplazo. 
- Está destinado al uso homólogo, es decir el reemplazo o suplementación de un 
órgano receptor por aquel que realiza las mismas funciones básicas que en el 
donante. 
- No se combina con dispositivos. 





- Es susceptible al rechazo, que generalmente requiere tratamiento 
inmunosupresor pudiendo incrementar el riesgo de enfermedades infecciosas en 
el receptor. 
 
2.1.1 Antecedentes históricos 
El mito de los médicos gemelos San Cosme y San Damián representa el primer 
trasplante de tejidos compuestos (TTC), realizado en el siglo III d. C. Estos médicos 
amputaron la pierna gangrenada de un sacristán y mientras dormía le realizaron un 
trasplante de pierna procedente de un moro etíope (Figura 1). Mientras un hermano 
amputaba la pierna enferma con una sierra, el otro se dirigió a un cementerio de 
gladiadores paganos del Circo de Nerón en la Colina Vaticana y exhumó el cuerpo de 
un hombre etíope recientemente enterrado para tomar una de sus piernas y unírsela al 

















Figura 1. Milagros de los santos médicos Cosme y Damián. Fernando del Rincón. Museo del Prado, 
Madrid. 
 
La sustitución de un órgano enfermo por uno sano ha sido un sueño para los 
cirujanos. John Hunter fue el fundador de la cirugía experimental y el llamado padre de 
la cirugía británica. Fue cirujano y anatomista que reportó en el siglo XVIII la 
realización de aloinjertos de testículos en pollos y de tendón de Aquiles en otras 
especies animales (4). En 1804, Baronia realizó aloinjertos de tendón entre ovejas, y en 
el año 1880 se realizaron trasplantes de córnea de forma estable tanto en animales como 




Las técnicas necesitaban combinar el trasplante de tejidos con la microcirugía 
vascular. Este obstáculo fue superado por el cirujano francés Alexis Carrel, quien en 
1902 introdujo la sutura vascular. Sin embargo encontró el problema que el órgano del 
donante era rechazado por el organismo receptor (5). Los esfuerzos de Carrel y el 
cirujano estadounidense Charles Guthrie sirvieron como base de la cirugía vascular y el 
trasplante de órganos (6). En 1905, Carrel y Guthrie realizaron el primer trasplante 
cardíaco en animales. Paul Ehrlich sugirió en 1906 que la teoría inicial sobre el 
mecanismo de rechazo era la malnutrición del tejido transferido (7). 
En 1910, Alexis Carrel observó que las alteraciones fisiológicas de los órganos 
trasplantados podrían estar producidas por factores biológicos. Poco después, el 
patólogo vienés K. Landsteiner descubrió el sistema de agrupación de la sangre ABO 
que condujo a la introducción de la transfusión clínica. 
Los trasplantes comenzaron a lo largo de la Segunda Guerra Mundial con el uso 
de aloinjertos de piel para la reconstrucción de lesiones por quemadura. El biólogo Peter 
Medawar, ganador del Premio Nobel en 1960, junto con el cirujano plástico Thomas 
Gibson realizaron experimentos pioneros en inmunología de los aloinjertos cutáneos en 
la Unidad de Cirugía Plástica en Glasgow, donde fueron trasladadas algunas víctimas de 
la guerra (8). 
 
2.1.2 Origen del trasplante clínico 
En el año 1954, Joseph E. Murray, John P. Merrill y J. Hartwell Harrison 
realizaron en Boston el primer isotrasplante renal en humanos (9,10), para realizar en 
1959 el primer alotrasplante renal con éxito en humanos tras la irradiación corporal total 
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(11,12).  El éxito del trasplante comenzó en 1960 con la inmunosupresión (IS) 
farmacológica mediante estudios fundamentales por Charles Zukoski y Roy Calne con 
la 6-mercaptopurina (13,14).  Su aplicación clínica se desarrolló por George Hitchings y 
Gertrude Elion con la azatioprina, un profármaco emparentado con la 6-mercaptopurina 
(15-17).  Durante las tres últimas décadas del siglo XX se ampliaron las indicaciones de 
los trasplantes de órgano sólido (TOS) incluyendo el hígado, corazón, pulmón, páncreas 
e intestino delgado, gracias al avance en los regímenes farmacológicos 
inmunosupresores (15-18).  
 
2.1.3 Origen del trasplante de tejidos compuestos 
Peacock fue el primero en realizar clínicamente una transferencia no 
vascularizada de tejidos compuestos en 1957. Se trató de aloinjertos de cadáver que 
incluían la membrana sinovial que recubría los tendones flexores superficial y profundo 
de los dedos, las poleas y la vaina sinovial, las vínculas vasculares y las placas volares, 
y se revascularizaban por inosculación (19). Estas transferencias se realizaron sin 
inmunosupresión (20). Para diferenciar estos injertos estructuralmente complejos de las 
múltiples líneas de tejido que forman los órganos sólidos, Peacock originó el término 
“aloinjertos de tejidos compuestos”. 
Transcurrieron más de 25 años entre los trabajos de Peacock y el siguiente éxito 
clínico en los TTC. En 1992 J. C. Guimberteau realizó la transferencia vascularizada de 




2.1.4 Inicios del trasplante de mano 
El éxito del trasplante renal condujo al primer intento por parte de Robert 
Gilbert de realizar un trasplante de mano en 1964 (23). Se trasplantó una mano a un 
amputado bilateral con éxito técnico e IS con azatioprina y prednisona. Sin embargo, el 
rechazo agudo (RA) irreversible que se produjo acabó con la amputación del aloinjerto 
a las 3 semanas (24). Este desenlace, asociado a los fracasos experimentales en animales 
llevó a la conclusión que tanto la piel como aquellos aloinjertos que incluían piel eran 
demasiado antigénicos para su trasplante (25). Posteriormente Peacock y John W. 
Madden estuvieron cerca de realizar un trasplante de mano entre dos gemelas idénticas; 
una de ellas se encontraba con soporte vital por una lesión cerebral irreversible y la otra 
presentaba quemaduras en la mano. La receptora rechazó el trasplante de mano en el 
último momento debido al estrés psicológico que le generaba utilizar la mano de su 
hermana (Comunicaciones personales con Erle E. Peacock Jr. y John W. Madden). Este 
hecho dejó patente la importancia de la identidad personal y los problemas psicológicos 
que podría desencadenar realizar un TTC que posteriormente no se identificase como 
propio. 
 
2.1.5 La era moderna en el trasplante de tejidos compuestos 
Tras la aparición de nuevos fármacos inmunosupresores como los inhibidores de 
la calcineurina, el uso establecido de la ciclosporina A en la década de 1980 y del 
tacrólimus en la década de 1990, aumentó el éxito clínico de los TOS y se observaron 
beneficios en TTC experimentales (25-27).  A mediados de 1990 emergió el ácido 
micofenólico (MMF), un análogo de las purinas (28). Su uso junto con los inhibidores 
de la calcineurina aumento la supervivencia a largo plazo de TTC de pata en ratas (29). 
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Tras la confirmación de estos resultados experimentales se desarrollaron modelos en 
animales superiores (30,31).  
Al mismo tiempo que comenzaron los estudios experimentales de TTC de 
manos, Gunther Hofmann y su equipo fueron pioneros en Alemania en realizar en 1997 
el primer TTC de rodilla y fémur (32,33).   
Posteriormente, todos estos avances, condujeron a la organización de equipos 
clínicos de TTC de mano en Lyon y Luoisville, realizándose en septiembre de 1998 y 
en enero de 1999 sus primeros TTC de mano, respectivamente (34-36).  En enero del 
2000 se llevó a cabo en Lyon por el equipo de Dubernard el primer TTC bilateral de 
manos (37). También Marshal Strome y su equipo realizaron en Cleveland estudios 
experimentales de TTC de laringe (38).  Estos TTC iniciales llevaron a la organización 
de más programas internacionales de trasplante que incluyeron cara, pared abdominal, 




2.1.6 Trasplante de miembro superior 
Tras los TTC realizados en Lyon y Louisville se organizaron diferentes equipos 
en Europa y China que realizaron más de 45 trasplantes de mano en más de 35 
receptores, dividiéndose por igual entre procedimientos uni o bilaterales (52). Todos los 
aloinjertos, excepto dos que fueron para amputaciones de mano en China y uno que fue 
para una amputación transhumeral en Alemania, se realizaron en pacientes amputados a 
nivel del antebrazo (52).  
Los dos primeros TTC fueron los paradigmas que definieron la experiencia 
posterior. El paciente de Louisville fue cuidadosamente seleccionado mediante un 
examen psicológico, preparación y participación familiar exhaustivos (53-55).  El 
receptor se comprometió con el programa de rehabilitación posterior, el tratamiento 
inmunosupresor y los controles médicos postoperatorios, consiguiéndose un resultado 
funcionalmente comparable a los mejores reimplantes de mano en mediciones objetivas 
y en la realización de las actividades de la vida diaria (55). Este patrón se ha repetido en 
receptores posteriores en Estados Unidos y Europa (56). Por el contrario, el primer 
receptor del equipo de Lyon fue una excepción a la experiencia occidental en TTC 
(34,35). El paciente era un amputado unilateral de Nueva Zelanda que solicitó la 
amputación de su mano reimplantada. Finalmente fue trasplantado en septiembre de 
1998. El procedimiento quirúrgico no tuvo incidencias pero el paciente abandonó el 
seguimiento médico y la rehabilitación, y el tratamiento inmunosupresor fue irregular y 
con mal control. Como resultado, solo recuperó una función motora mínima y 
desarrolló un rechazo progresivo que acabó con la viabilidad del aloinjerto, solicitando 
la amputación de los miembros dos años después del trasplante (35,57). Esta selección 




El patrón de rechazo progresivo y atrofia de los aloinjertos debido a la IS 
subterapéutica ocurrió en todos los TTC de China.  Aunque todos los procedimientos 
quirúrgicos fueron inicialmente exitosos, el sistema sanitario de China hizo que los 
receptores quedaran como responsables de adquirir su tratamiento inmunosupresor que 
era inaccesible. 
Por lo tanto, todas las pérdidas de los aloinjertos han provenido de una 
valoración psicológica o acceso al tratamiento inmunosupresor deficientes, y el éxito se 
correlaciona con la evaluación psicosocial y educación preoperatorias exhaustivas, una 





2.2 INMUNOLOGÍA DE LOS TRASPLANTES 
La respuesta inmunológica frente a un aloinjerto puede dividirse en el 
reconocimiento de antígenos extraños, la activación linfocitaria específica y la fase 
efectora del rechazo del aloinjerto. 
 
2.2.1 Reconocimiento del aloinjerto 
2.2.1.1 Genética del rechazo del aloinjerto 
Los resultados obtenidos en estudios para la evaluación de la aceptación y el 
rechazo de los aloinjertos en ratones consanguíneos manifestaron que el rechazo de los 
aloinjertos está controlado por genes con patrón de herencia mendeliana (62,63).  Los 
genes que regulan el rechazo o la tolerancia de los aloinjertos se localizan en el 
cromosoma 6 y se conoce como complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (64). 
En humanos, los trasplantes singénicos sobreviven sin necesidad de IS ya que el 
donante y el receptor comparten las mismas moléculas del CMH. Cuando donante y 
receptor difieren en sus antígenos de histocompatibilidad, es necesario el tratamiento 
inmunosupresor para evitar o disminuir los episodios de rechazo. También hay genes 
diferentes de los del CMH que desempeñan un papel menor en el rechazo del aloinjerto 
y se denominan genes menores de histocompatibilidad. Las incompatibilidades del 
CMH producen un rechazo más vigoroso que las incompatibilidades menores y, en 




2.2.1.2 Moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 
El CMH codifica un grupo diverso de proteínas de superficie celular que otorgan 
la identidad inmunológica del individuo. El evento principal para el inicio de la 
alorespuesta inmunitaria es el reconocimiento de identidades mediante la unión del 
CMH/péptido al receptor de los linfocitos T (R-LT). 
En los humanos, los genes del CMH se llaman genes del antígeno leucocitario 
humano o human leukocyte antigen (HLA). Hay dos tipos de moléculas del CMH, clase 
I y clase II. Los genes de clase I son HLA-A, HLA-B y HLA-C; y los genes de clase II 
son HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR (66).  Cada uno de ellos presenta dos alelos, por lo 
que el genotipo de un individuo está compuesto por 12 moléculas del CMH diferentes. 
Una de las características fundamentales de las moléculas del CMH es su alto 
polimorfismo ya que cada locus puede codificar potencialemente cientos de moléculas 
diferentes. El conjunto de las diferentes moléculas del CMH o alelos expresado en un 
cromosoma se llama haplotipo. La suma de dos haplotipos se denomina genotipo. La 
segunda característica del CMH es que sus genes tienen una expresión codominante ya 
que se expresan ambos alelos. 
El beneficio evolutivo del polimorfismo del CMH es la amplia variedad de 
péptidos microbianos que se pueden presentar al R-LT para iniciar una respuesta 
inmunitaria frente a las infecciones. Sin embargo, esta característica crea una barrera en 
la inmunología del trasplante ya que las posibilidades de emparejar los CMH de donante 
y receptor son bajas. Este grado de emparejamiento es determinante en la supervivencia 
del aloinjerto. En la práctica clínica, los genes del CMH que mayor efecto tienen en la 
respuesta efectora del rechazo si no están emparejados entre donante-receptor son HLA-
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A, HLA-B Y HLA-DR. Los determinantes antigénicos de estos seis alelos son el foco 
para lograr la compatibilidad y mejorar la supervivencia del aloinjerto. 
Las moléculas del CMH de clase I están compuestas por una cadena polimórfica 
α o cadena pesada y una cadena ligera no polimórfica o β2-microglobulina, y se unen a 
péptidos que tienen entre 9 a 11 aminoácidos de longitud. Las moléculas del CMH de 
clase II están compuestas por cadenas polimórficas α y β de similar peso molecular, y se 
unen a péptidos que tienen entre 13 a 30 aminoácidos de longitud. (67)  
Las moléculas del CMH de clase I se expresan en todas las células nucleadas, 
mientras que el CMH de clase II lo hace en células presentadoras de antígeno (CPA), 
incluyendo células dendríticas, LB y macrófagos (67). Las citoquinas juegan un papel 
fundamental en la regulación de la expresión del CMH. El interferón (IFN), 
particularmente el IFN-, aumenta los niveles del CMH de clase I y los niveles del 
CMH de clase II en macrófagos e induce su expresión en células no consideradas CPA 
como las endoteliales y epiteliales. Todas las células del aloinjerto pueden expresar 
ambos CMH y ser objeto potencial de una respuesta alogénica (68). 
Las moléculas del CMH se expresan de forma estable en la superficie celular 
únicamente si hay péptidos presentes en sus surcos de unión para ser presentados. El 
CMH de clase I une péptidos derivados de proteínas citoplasmáticas (vía citosólica o 
endógena) mientras que el CMH de clase II une péptidos de proteínas extracelulares que 
han sido endocitadas (vía vesicular o exógena).  
2.2.1.3 Presentación de aloantígenos 
En los humanos, entre el 1 y el 10% de los LT reaccionan a la presentación de 
una molécula del CMH distinta del individuo (alogénica). Durante su maduración en el 
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timo, los linfocitos T (LT) que reaccionan frente a autoantígenos son eliminados 
(selección negativa), mientras que aquellos específicos para péptidos exógenos 
presentados en moléculas del CMH del propio individuo siguen su desarrollo (selección 
positiva). La naturaleza del CMH reconocido por LT aloreactivos varía en función de las 
vías de presentación de los aloantígenos (69). 
• Presentación directa del antígeno: La respuesta de los LT del receptor al 
complejo formado por el CMH-péptido en las CPA del aloinjerto se denomina 
alorreconocimiento directo (Figura 2) (70). 
• Presentación indirecta del antígeno: Los LT del receptor pueden 
responder a los péptidos del CMH del aloinjerto procesados y presentados en las CPA 
del receptor, denominándose alorreconocimiento indirecto. La vía indirecta de la 
presentación de antígenos es más importante para la activación de los LT CD4+ que de 
los LT CD8+ (Figura 2) (70). 
El RA del aloinjerto depende principalmente del alorreconocimiento directo, 
estimándose una proporción de activación de LT vía directa:indirecta de 100:1. Sin 
embargo, la evidencia experimental sugiere que el alorreconocimiento indirecto puede 
ser más importante para el desarrollo del rechazo crónico (RC), una de las causas 
principales de pérdida del aloinjerto. Por ello, hay un gran interés en conocer la vía 







Figura 2. Vías de reconocimiento de moléculas alogénicas del CMH y mecanismos de rechazo. El 
rechazo del aloinjerto generalmente se inicia por los LTh CD4+ que se unen a péptidos en complejos con 
el CMH de clase II de en las CPA. En la presentación directa, una molécula del CMH en una célula 
alogénica se une al LTh. En la presentación indirecta, la molécula del CMH alogénico se procesa en 
péptidos que son presentados a los LTh por un CMH de clase II propio en las CPA. En ambos casos, los 
LTh activados proliferan y secretan diferentes citoquinas que sirven como factores de crecimiento y 
activación de los LT CD8+, LB y macrófagos, produciendo la destrucción del aloinjerto por lisis directa de 
células diana, producción de Ac y mecanismos de hipersensibilidad retardada, respectivamente. 
(Reproducido con permiso: Sayegh MH, Turka LA. The role of T-cell costimulatory activation pathways 
in transplant rejection. Epstein FH, editor. N Engl J Med. 1998 Jun 18;338(25):1813–21, Copyright 
Massachusetts Medical Society). 
 
2.2.1.4 Interacción entre las células presentadoras de antígeno y los linfocitos T 
Tras el trasplante, los antígenos que van a encontrarse los LT receptores están 
presentes en el endotelio vascular, que en reposo expresa CMH de clase I y tras su 
activación también expresa CMH de clase II. Una de las características del RA es la 
inflamación del endotelio, conocida como endotelitis o vasculitis. 
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Además, en el aloinjerto se transfieren leucocitos del donante hacia el receptor. 
Los leucocitos del donante juegan un papel importante en el rechazo del aloinjerto y en 
diferentes modelos experimentales su eliminación previa al trasplante prolonga la 
supervivencia del aloinjerto. Estos leucocitos del donante pueden estimular la 
alorrespuesta directa e indirecta de los LT del receptor (72).  También puede haber una 
migración de células dendríticas del donante hacia el tejido linfoide del receptor, 
pudiendo estimular de nuevo una alorrespuesta directa o indirecta. Las células 
dendríticas son las CPA más importantes y potentes debido a su capacidad de expresar 
altos niveles de CMH y de moléculas accesorias para la activación de los LT. Por lo 
tanto, los órganos linfoides del receptor son también un lugar importante de interacción 
entre LT y CPA. 
2.2.1.5 La lesión inflamatoria y la isquemia en la alorrespuesta 
La cirugía y la isquemia a la que se somete el aloinjerto producen una 
inflamación como respuesta a esta lesión, lo que conocemos como isquemia-
reperfusión, que conduce a la producción de citoquinas inflamatorias y al reclutamiento 
en el aloinjerto de células inflamatorias como los macrófagos (73). Su importancia 
clínica radica en que a mayor tiempo de isquemia del aloinjerto, más frecuentes son los 
episodios de RA (74). 
2.2.1.6 Inmunidad innata y adaptativa 
La lesión por isquemia-reperfusión es un ejemplo de respuesta inmunitaria 
antígeno-independiente conocida como inmunidad innata, a diferencia de las respuestas 
específicas al CMH de la inmunidad adaptativa. La inmunidad innata es la forma de 
respuesta inmunitaria más primitiva y la que primero ocurre, pudiendo afectar a la 
naturaleza de la respuesta adaptativa subsiguiente. Las células implicadas en la 
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inmunidad innata son los neutrófilos, macrófagos, células “natural killer” (NK), 
citoquinas y factores del complemento. La respuesta adaptativa está mediada por LB y 
LT antígeno-específicos que interaccionan íntimamente con la inmunidad innata ya que 
tras su activación producen citoquinas y activan células y mediadores del sistema 
innato. 
2.2.1.7 Reclutamiento leucocitario 
La salida leucocitaria desde un vaso sanguíneo hasta la zona de lesión tisular se 
debe a una serie de complejas interacciones entre moléculas de adhesión. La activación 
de las células endoteliales produce la expresión de selectinas, que al unirse a sus 
ligandos en la membrana leucocitaria ralentiza su flujo y comienzan a rodar sobre el 
endotelio. A continuación, se secretan citoquinas quimiotácticas que atraen más 
leucocitos al lugar de la inflamación y se produce su adhesión al endotelio, mediada por 
integrinas. Por último, se produce la extravasación de leucocitos al tejido circundante.  
La lesión isquémica aumenta la producción de diferentes citoquinas entre las que 
se encuentra la interleuquina 1 (IL-1) que eleva la expresión de selectinas. Además, tras 
el trasplante se induce la expresión de moléculas de adhesión como la selectina E, la 





2.2.2 Activación linfocitaria 
2.2.2.1 Linfocitos T 
El reconocimiento de los aloantígenos por los LT es el evento principal para la 
activación, proliferación y diferenciación que desembocan en el rechazo celular 
dependiente de LT. 
El R-LT es un heterodímero compuesto por una cadena polipeptídica α y β con 
dominios variables y constantes, y está implicado en la mayor parte de las respuestas 
inmunitarias. Se ha descrito un segundo heterodímero compuesto por cadenas  y  que 
se involucra en la respuesta antigénica compleja frente a infecciones víricas, basterianas 
o reacciones antitumorales (72). Los R-LT se asocian en la superficie de los LT al 
complejo CD3, implicado en la transmisión de señales intracelulares. La importancia de 
las células CD3+ se demuestra porque uno de los inmunosupresores más potentes 
utilizados en el trasplante clínico es el muromonab OKT3, se une a la molécula CD3 e 
inactiva la función de los LT. 
Se han identificado diferentes vías de señalización de los LT para modificar la 
expresión génica y regular su función celular, siendo muchos de los pasos de estas vías 
objeto de bloqueo de la alorespuesta (Figuras 3 y 4). El R-LT induce la fosforilación de 
proteínas asociadas al R-LT como la cadena  u otras proteínas adaptadoras, 
conduciendo a la activación de la vía de la calcineurina, la de la proteina quinasa C o la 
de la proteína quinasa activada por mitógenos Ras y Rac. 
Tras la unión antigénica al R-LT se induce la fosforilación de la proteína 
asociada a  de 70 kDa que conduce a la fosforilación de la fosfolipasa C 1 que 
hidroliza el fosfolípido de membrana fosfatidil 4,5-bifosfato en inositol 1,4,5-trifosfato 
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y diacilglicerol. El inositol 1,4,5-trifosfato conduce al aumento del calcio citosólico que 
se une a la calmodulina y forma un complejo que activa enzimas como la fosfatasa 
calcineurina. La calcineurina defosforila el factor nuclear de LT activados permitiendo 
su traslocación intranuclear y su unión a secuencias reguladoras que aumentan la 
transcripción génica de diferentes citoquinas como el factor de crecimiento de LT o IL-
2. De estas vías intracelulares, la ruta de la calcineurina es la mejor caracterizada ya que 
es el lugar de acción de potentes agentes inmunosupresores como la ciclosporina A y el 
tacrólimus, conocidos como inhibidores de la calcineurina. La ciclosporina A y el 
tacrólimus inhiben la actividad de la calcineurina mediante su unión a proteínas 








Figura 3. Señalización intracelular del R-LT. (PKC: proteína quinasa C, TCR: receptor de LT, PLC: 
fosfolipasa C, PTK: proteína tirosín quinasa, NFAT: factor nuclear de LT activados). (Reproducido con 
permiso: Smith-Garvin JE, Koretzky GA, Jordan MS. T cell activation. Annu Rev Immunol. 2009;27:591–
619). 
 
2.2.2.2 Linfocitos T CD4+ y CD8+ 
La mayor parte de los LT maduros expresan en su superficie celular la proteína 
CD4+ o CD8+. Las moléculas CD4 definen el subconjunto de LT conocido como 
cooperadores y se unen directamente al CMH de clase II. Las moléculas CD8 definen el 
subconjunto de LT citolíticos y se unen directamente al CMH de clase I. Sin embargo, 
existen excepciones en determinados sistemas en los que los LT CD4
+ tienen función 
citolítica y los LT CD8
+ producen citoquinas reguladoras propias de los LT CD4
+. 
En general, los LT CD4
+ median el reconocimiento inicial del aloinjerto y 




CD8+ efectores. Por ejemplo, en un modelo experimental de trasplante cardiaco, los 
ratones deficientes en LT CD4
+ no podían rechazar los aloinjertos, mientras que los 
deficientes en LT CD8
+ sí. Este es uno de los diferentes modelos en los que una 
respuesta de hipersensibilidad diferida mediada por LT CD4
+ es suficiente para generar 
rechazo sin la función citolítica de los LT CD8
+ (76). Sin embargo, en otros modelos 
experimentales, el bloqueo de los LT CD8
+ previene el rechazo, sugiriendo la necesidad 
de LT CD8
+ para destruir el aloinjerto (77). Estos datos sugieren la superposición o 
redundancia de diferentes componentes en la respuesta inmunitaria frente a los 
aloinjertos para compensar los déficits específicos manteniendo la capacidad de rechazo 
del tejido trasplantado. 
2.2.2.3 Respuestas tipo 1 y tipo 2 de los linfocitos T 
Los LT activados producen diferentes citoquinas para regular el sistema 
inmunitario. La estimulación antigénica mantenida de los LT hace que se diferencien 
hacia uno de los dos perfiles celulares existentes en función de su producción de 
citoquinas. Los LT cooperadores de tipo 1 (LTh1) secretan citoquinas que incluyen la 
IL-2, IFN-, IL-12 y factor de necrosis tumoral (TNF). Estas citoquinas estimulan la 
respuesta de hipersensibilidad diferida, la actividad citolítica y la producción de 
inmunoglobulinas (Ig) G opsonizantes y fijadoras del complemento. Los LT 
cooperadores de tipo 2 (LTh2) secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 necesarias para la 
activación de los eosinófilos y la estimulación de la producción de Ig E. El IFN- y la 
IL-12 promueven la diferenciación a respuestas de tipo 1, mientras que la IL-4 a tipo 2. 
Adicionalmente, el IFN- inhibe la respuesta tipo 2 y la IL-4 la respuesta tipo 1 por lo 
que una vez iniciada, la respuesta se polariza (78). 
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Se ha hipotetizado que las respuestas por LTh1 conducen al rechazo mientras que 
las respuestas por LTh2 pueden mediar en la tolerancia. Esta hipótesis se basa en parte 
en los hallazgos que las citoquinas implicadas en la respuesta tipo 1 promueven 
funciones efectoras como la respuesta de hipersensibilidad diferida y la actividad 
citolítica, mientras que las implicadas en la respuesta tipo 2 antagonizan estas acciones 
(78,79). Varios estudios experimentales han mostrado que el RA se asociaría con una 
expansión de las citoquinas tipo 1 mientras que la supervivencia prolongada del 
aloinjerto se asociaría con niveles reducidos de estas citoquinas (80). Sin embargo, otros 
estudios han mostrado que el rechazo estaría asociado con la producción de citoquinas 
tanto de tipo 1 como de tipo 2, mientras que la tolerancia se asociaría con una 
disminución de ambos tipos de citoquinas (80). Se ha reportado un tercer tipo de perfil 
en la producción de citoquinas mediante la producción de IL-17 por los LT. Esta 
respuesta Th17 parece tener un fuerte efecto inflamatorio, pudiéndose convertir en una 
de las dianas farmacológicas frente al rechazo (81). 
2.2.2.4 Coestimulación del linfocito T: El modelo de la triple señal 
La activación y proliferación de los LT se desarrolla a través de una secuencia de 
pasos conocidos como el “modelo de la triple señal”. La primera señal se produce por el 
reconocimiento específico entre el R-LT y la unión del antígeno al CMH en una CPA, 
siendo transducida a través del complejo CD3 (82). La segunda señal es una señal 
coestimuladora no específica proporcionada por moléculas accesorias que mantienen la 
adhesión celular y cooperación con las señales iniciadoras del R-LT en el proceso de 
activación linfocitaria. La adhesión celular se produce entre los LT y las CPA durante el 
tiempo que dura el muestreo antigénico entre el R-LT y la CPA. Entre las moléculas de 
adhesión más importantes para la activación celular se encuentran las integrinas, 
particularmente el antígeno 1 asociado a la función de los linfocitos (LFA-1) presente 
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en los LT que se une a ICAMs en las CPA. La segunda señal regula la expansión clonal 
y diferenciación de los LT a través de la familia de moléculas B7/CD28 (83). Estas dos 
señales activan la vía intracelular que conduce a la expresión de IL-2 y otras citoquinas 
promotoras del crecimiento celular. La estimulación del receptor de la IL-2 (CD25) 
conduce a la activación de mTOR y proporciona la tercera señal que desencadena la 
proliferación celular (Figura 2) (82). 
 
 
Figura 4. Dianas de los fármacos inmunosupresores integradas en el modelo de la triple señal. Las 
tres señales aparecen marcadas en rojo (signal). Antigen-presenting cell: célula presentadora de 
antígenos; mAb: anticuerpo monoclonal; T cell: célula T; MHC/peptides: complejo mayor de 
histocompatibilidad/péptidos; TCR: receptor de linfocito T; synapse: sinapsis; nucleus: núcleo; 
costimulation: coestimulación; cell membrane: membrana celular; signal: señal; interleukin: 
interleuquina; inhibitor: inhibidor; nucleotide synthesis: síntesis de nucleótidos; cell cycle: ciclo celular; 
depletion: depleción; mTOR: diana de la rapamicina de los mamíferos; MPA: ácido micofenólico; NF: 
factor nuclear (Reproducido con permiso: Halloran PF. Immunosuppressive drugs for kidney 




CD28 se expresa en la mayoría de los LT y su unión al ligando aumenta la 
proliferación de LT mediante una variedad de mecanismos que incluyen la producción 
de IL-2, entre otras citoquinas. Las CPA expresan dos ligandos para CD28 que son B7-
1 (CD80) y B7-2 (CD86). La expresión de ambas moléculas B7 tiene una regulación 
positiva en las CPA que han sido activadas por una variedad de estímulos inflamatorios 
incluidas infecciones microbianas y citoquinas. Las moléculas B7-1 y B7-2 también 
inhiben la proliferación de los LT al unirse al antígeno 4 del linfocito T citotóxico 
(CTLA-4) (Figura 5) (70). 
 
Figura 5. Funciones de las moléculas CD28, B7-1, B7-2 y CTLA-4. Los LT en reposo expresan CD28, 
pero las CPA en reposo no expresan B7. Dentro de las seis horas posteriores a la activación, B7-2 es 
expresado por CPA, estando disponible para unirse a CD28, transmitiendo una señal coestimuladora al 
LT. De 48 a 72 horas después de la activación, las CPA también expresan B7-1, mientras que los LT 
expresan el receptor inhibidor de CTLA-4. Tanto B7-1 como B7-2 pueden unirse a CD28 o CTLA-4, 
proporcionando una estimulación continua o una nueva señal inhibidora, respectivamente. Debido a que 
CTLA-4 se une a las moléculas B7 con una afinidad más alta que la de CD28, su interacción inhibidora 
predomina, finalizando la respuesta inmunitaria. La proteína de fusión CTLA-4–Ig puede competir con 
CD28 y CTLA-4 por el enlace de B7, evitando así las interacciones coestimuladoras. (Reproducido con 
permiso: Sayegh MH, Turka LA. The role of T-cell costimulatory activation pathways in transplant 




Los fármacos inmunosupresores actuales son extremadamente potentes y 
bloquean el rechazo del aloinjerto, pero ninguno de ellos es específico frente al 
antígeno, por lo que también suprimen la respuesta inmunitaria frente a otros antígenos. 
El objetivo de la inmunología del trasplante es bloquear específicamente la 
respuesta frente a antígenos del aloinjerto sin producir IS global. Un enfoque para este 
objetivo es inducir anergia de los LT o falta de respuesta específica frente a antígenos. 
Los modelos in vitro demuestran que una forma de inducir anergia es proporcionar una 
señal antigénica específica a través del R-LT en ausencia de coestimulación CD28. En 
estos modelos, la posterior exposición celular a las señales del R-LT y su coestimulación 
a través del CD28 ya no podrían activar al LT (70). 
En una amplia variedad de modelos experimentales animales y en ensayos 
clínicos preliminares en humanos, el bloqueo de las moléculas B7 prolonga 
significativamente la supervivencia del aloinjerto. (84,85)   Sin embargo, en la mayor 
parte de los modelos in vivo, la anergia limitada a antígenos específicos ha sido difícil 
de demostrar. Una razón de esta dificultad puede ser la complejidad de la señal 
coestimuladora. Por ejemplo, cada vez hay mayor evidencia sobre la unión a CTLA-4 y 
la inducción de tolerancia debido a la señal inhibidora de CTLA-4 (86). 
Otra interacción molecular crítica en la respuesta inmunitaria es la que se 
produce entre la molécula CD40 en las CPA y su ligando (CD154, CD40L) presente en 
los LT. Su unión juega un papel crítico en la activación de los LB, las células dendríticas 
y los monocitos, además de producir una regulación positiva en la expresión de B7 





Figura 6. Relaciones entre las vías de CD28 y CD40LCD40L. Las CPA en reposo expresan CD40. 
Cuando los LT se activan expresan CD40L. Las interacciones entre CD40 y CD40L son importantes para 
la ayuda de los LB previniendo la apoptosis e induciendo la producción de Ig y el cambio de isotipo. La 
activación de CD40 en las CPA proporciona una señal para la inducción de moléculas B7, 
particularmente B7-2. CD40L puede actuar en la coestimulación de los LT proporcionando directamente 
su estimulación, induciendo B7 o induciendo otros ligandos estimuladores. (Reproducido con permiso: 
Sayegh MH, Turka LA. The role of T-cell costimulatory activation pathways in transplant rejection. 
Epstein FH, editor. N Engl J Med. 1998 Jun 18;338(25):1813–21, Copyright Massachusetts Medical 
Society). 
 
2.2.2.5 Linfocitos B 
La importancia de los LB y los Ac en el rechazo del aloinjerto tiene su mayor 
expresión en el rechazo hiperagudo. Este tipo de rechazo se produce a las pocas horas 
del trasplante en pacientes sensibilizados. Los anticuerpos desarrollados por el receptor 
pueden surgir tras embarazos, transfusiones entre grupos ABO no compatibles o 
trasplantes previos (87). Actualmente el rechazo hiperagudo es raro debido a que se 
realiza la tipificación sanguínea ABO y pruebas cruzadas para detectar estos Ac antes 
de llevar a cabo el trasplante. Sin embargo, algunos episodios de rechazo mediado por 
Ac pueden ocurrir tras 24 horas del trasplante, presumiblemente por bajos niveles de Ac 
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circulantes que se hayan pasado por alto tras el ensayo cruzado o debido a la 
reactivación de LB de memoria. Sin embargo, más frecuente que el rechazo puro 
mediado por Ac es el rechazo mixto, celular y mediado por Ac. El componente celular 
se debe fundamentalmente a LT que activan los LB para producir Ac y contribuir a la 
destrucción del aloinjerto. El componente de rechazo mediado por Ac se identifica en 
muestras de biopsia mediante la presencia de la proteína del complemento C4d (88).  
Aunque los hallazgos histológicos son variables, la presencia del C4d parece 
correlacionarse con la presencia de Ac específicos del donante. Los Ac también pueden 
jugar un papel importante en el RC (89).  
 
2.2.3 Mecanismos efectores en la destrucción del aloinjerto 
Los LT CD4
+ juegan un papel crítico en la regulación de la respuesta efectora 
tras el reconocimiento de las moléculas del CMH de clase II en las CPA. La activación 
antigénica específica de los LT CD4
+ conduce a la expresión de moléculas de superficie 
celular y de citoquinas que, a su vez estimulan aún más a los monocitos. Esta 
cooperación entre los LT CD4
+ y los monocitos, o respuesta de hipersensibilidad 
diferida, juega un papel importante en la destrucción del aloinjerto (90). 
La activación de los LT CD4
+ y la producción de citoquinas también estimula la 
activación y proliferación de LT CD8
+ citolíticos y células NK. Los LT CD8
+ producen 
la muerte celular del aloinjerto mediante la liberación de factores citotóxicos solubles 
como granzimas y perforinas, y mediante la regulación positiva del ligando de Fas en 
los LT, que se une a Fas (CD95) en las células diana produciendo apoptosis o muerte 
celular programada (91).  
Introducción 
51 
La producción de citoquinas por los LT CD4
+ también estimulan a los LB. La 
unión de un antígeno específico al receptor de los LB o Ig de superficie produce su 
proliferación y diferenciación a células plasmáticas, las cuales liberan Ig solubles que se 
pueden unir a las células alogénicas. Las Ig pueden producir daño celular mediante la 




2.3 TIPOS DE RECHAZO 
2.3.1 Rechazo agudo 
Los TTC están formados por tejidos histogenéticamente diferentes que incluyen 
piel, tejido conectivo, músculo, hueso, médula ósea, nervios y vasos sanguíneos (93). 
La piel ha sido considerada la más antigénica de todos ellos en la escala relativa de 
antigenicidad de tejidos y órganos propuesta por Murray (25). Sin embargo, en base a 
estudios experimentales, algunos autores han concluido que no hay un tejido 
antigénicamente dominante en un TTC sino que todo el aloinjerto produce una 
respuesta inmunitaria menos intensa que cada tejido que lo compone por separado (94). 
Los primeros signos clínicos de RA se manifiestan en la piel, la sospecha se basa 
en la inspección visual y la confirmación es mediante su examen histológico. Sin 
embargo, es incierto si la respuesta inmunitaria dominante está realmente dirigida hacia 
la piel ya que la información de la participación de los demás componentes del 
aloinjerto es difícil de obtener. De hecho, hay mucha menos información disponible en 
los hallazgos patológicos de los tejidos profundos durante los episodios de RA; e 
incluso parece que durante los episodios de rechazo severo, los cambios encontrados en 





Los episodios de RA en la piel se manifiestan clínicamente como máculas 
eritematosas, enrojecimiento difuso o pápulas asintomáticas sobre la piel del aloinjerto. 
(95,96)  Microscópicamente muestran cambios característicos, aunque no específicos, 
que afectan principalmente a la dermis y epidermis, pudiendo extenderse a la 
hipodermis en casos de rechazo severo (Figuras 7 y 8) (93).  Los cambios iniciales son 
un infiltrado linfocitario perivascular en la dermis superficial y media, 
predominantemente de LT CD3
+/CD4+, con proporciones menores de LT citotóxicos 
CD8+ y TIA-1+, LT reguladores FoxP3
+ y, ocasionalmente, células histiomonocíticas 
CD68+ del receptor (97). 
 
Figura 7. (A) Rechazo de un aloinjerto de tejido compuesto manifestándose como una erupción 
maculopapulosa eritematosa en. (B) Mismo paciente después del tratamiento del rechazo. (Reproducido 
con permiso: Morelon E, Kanitakis J, Petruzzo P. Immunological Issues in Clinical Composite Tissue 






Figura 8. Histología de la piel durante el episodio de RA. (A) Rechazo que se manifiesta con un denso 
infiltrado dérmico perivascular que llega a la epidermis (grado 3 de Banff). (B) Mismo paciente después 
del tratamiento del rechazo. La piel muestra un aspecto normal (grado 0 de Banff). (Reproducido con 
permiso: Morelon E, Kanitakis J, Petruzzo P. Immunological Issues in Clinical Composite Tissue 
Allotransplantation. Transplantation. 2012 May;93(9):855–9.) 
 
En episodios severos de rechazo este infiltrado puede ocupar la dermis e invadir 
la epidermis (exocitosis). En las fases iniciales del RA la epidermis está preservada, sin 
embargo, en fases más avanzadas muestra exocitosis y necrosis de queratinocitos o 
apoptosis asociada a la vacuolización de queratinocitos basales. Es más rara la presencia 
de espongiosis (edema intercelular) o cambios liquenoides (hiperqueratosis 
ortoqueratósica, hipergranulosis, acantosis e infiltrado subepidérmico en forma de 
banda), similar a los observados en la enfermedad injerto contra huésped (EICH) 
liquenoide. En episodios muy severos de rechazo, la epidermis y sus apéndices como 
los folículos pilosos y las glándulas sudoríparas muestran necrosis extensa, e incluso 
este infiltrado puede extenderse a la hipodermis y contener eosinófilos. Se ha 
establecido una clasificación específica en cinco grados de severidad para evaluar la 





Tabla 1. Banff Score 2007 
Grado 0 (sin rechazo) Sin infiltrados inflamatorios o poco frecuentes 
Grado I (rechazo leve) 
Infiltrado perivascular leve. No afectación de la epidermis 
suprayacente. 
Grado II (rechazo moderado) 
Inflamación perivascular moderada-severa con o sin afectación leve 
epidérmica y anexial (limitada a espongiosis y exocitosis). No hay 
disqueratosis epidérmica o apoptosis. 
Grado III (rechazo severo) 
Inflamación dérmica densa asociada con afectación epidérmica 
(vacuolización de queratinocitos basales, apoptosis de queratinocitos, 
necrosis). 
Grado IV (RA necrosante) Necrosis franca de la epidermis u otras estructuras de la piel 
 
Los cambios patológicos producidos no son específicos para el RA, pudiendo 
encontrarse también en diferentes dermatosis inflamatorias, infecciosas o proliferativas. 
(99) Las técnicas auxiliares se aplican para intentar aumentar la especificidad 
diagnóstica del RA, mediante el inmunofenotipado de las células del infiltrado o la 
detección de C4d en la piel del aloinjerto. La composición del infiltrado celular no es 
discriminatoria ya que es similar al encontrado en la mayoría de las reacciones cutáneas 
inflamatorias. La presencia de LT reguladores FoxP3+, detectados en el aloinjerto años 
después del trasplante no tiene un factor pronóstico claro (100). La presencia de 
depósitos de C4d en la piel tiene un significado controvertido. Algunos autores detectan 
estos depósitos excepcionalmente en la piel y mucosa del aloinjerto (101). Algunos 
estudios han reportado estos depósitos en la piel con y sin signos de RA, en ausencia de 
Ac específicos del donante (102,103).  Por otra parte, los depósitos vasculares de C4d se 
pueden encontrar en dermatosis inflamatorias no relacionadas con el rechazo. Por lo 
tanto, parece que los mecanismos humorales no juegan un papel significativo en el RA 
de TTC y que la detección de C4d en el diagnóstico de rechazo de los TTC es 
cuestionable. Además, en estudios experimentales de TTC, no hay clara evidencia de 
una alorespuesta mediada por Ac (104). 
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Aunque los fármacos inmunosupresores utilizados en el TOS generalmente 
aseguran la viabilidad de los TTC, la mayor parte de los pacientes experimentan al 
menos un episodio de RA en el primer año tras el trasplante. De acuerdo con el Registro 
Internacional de Trasplantes de Mano y de Tejidos Compuestos el 85% de los 
trasplantes de mano y el 54,5% de los trasplantes de cara presentan al menos un 
episodio de RA durante el primer año postrasplante (105).  Por otra parte, la alta tasa de 
episodios de RA en TTC podría deberse al fácil diagnóstico de estos episodios ya que 
las lesiones se visualizan y se confirman histológicamente de forma relativamente 
sencilla en muestras de biopsia tomadas tras la inspección visual directa. A pesar de la 
alta incidencia de episodios de RA, la tasa de supervivencia de los aloinjertos alcanza el 
96% tras 1 año (105). 
Los episodios tardíos de RA suelen ocurrir en pacientes con falta de adherencia 
al tratamiento inmunosupresor, tras la disminución de su dosis o después de una 
infección viral, sobre todo por citomegalovirus (106,107).  Es interesante destacar que 
la infección por virus herpes simplex precedió los episodios de RA en los receptores de 
trasplante de cara, lo que sugiere que la infección viral podría activar las células 
presentadoras de antígeno durante un proceso inflamatorio que conduce al RA 
(105,108).  Todos los episodios de RA fueron reversibles en aquellos pacientes en los 
que fue diagnosticado y tratado de forma precoz. La elección del tratamiento en los 
episodios de RA se basa en el grado de la clasificación de Banff, la frecuencia de los 
episodios y la sensibilidad al tratamiento esteroideo (105). En la mayoría de los casos, 
los episodios se revirtieron tras aumentar la dosis de esteroides orales (12,9%), tras su 
administración intravenosa (87%) o con la administración de Ac policlonales 
(Timoglobulina) o monoclonales (Campath-1H). 
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En la actualidad no hay evidencia suficiente para afirmar que el rechazo 
subclínico, definido por infiltración microscópica de la piel en ausencia de signos 
clínicos de rechazo, deba tratarse para reducir el riesgo de RC, sin embargo estos 
pacientes deben ser cuidadosamente monitorizados (93). 
2.3.2 Rechazo crónico 
2.3.2.1 Rechazo crónico en TOS 
Aunque no existe una definición formal y universal de RC en TOS, este término 
generalmente designa el fracaso terminal del aloinjerto, que suele suceder meses o años 
tras el trasplante, después de una disminución progresiva de la función del órgano (109).  
El RC en TOS constituye la causa principal de la pérdida tardía del aloinjerto y puede 
manifestarse de diferentes maneras según el tipo de órgano trasplantado. El RC se debe 
principalmente a una lesión inmunológica del receptor frente al aloinjerto, aunque 
también hay mecanismos no inmunológicos implicados, como lo demuestran los casos 
de pérdida tardía del aloinjerto en gemelos idénticos (110).  La susceptibilidad del 
órgano trasplantado al RC varía de acuerdo a su inmunogenicidad y su capacidad para 
resistir y reparar el daño tisular inducido por los mediadoes celulares o humorales del 
proceso (111).  Entre los factores inmunológicos implicados en el RC de aloinjertos 
renales se incluyen los episodios repetidos de RA, la sensibilización del receptor, 
incompatibilidades en el CMH, tratamiento inmunosupresor insuficiente, y toxicidad de 
los inhibidores de la calcineurina. Los factores no inmunológicos incluyen tiempos 
prolongados de isquemia del aloinjerto previos al trasplante, infección o reactivación 
del citomegalovirus, hipertensión, tabaquismo e hiperlipidemia. Aunque los cambios 
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patológicos difieren según el órgano considerado, una característica frecuente del RC es 
la lesión de los vasos sanguíneos, principalmente el endotelio, que conduce a la 
vasculopatía del aloinjerto y se manifiesta como proliferación miointimal y 
estrechamiento progresivo de la luz arterial, lo que resulta en cambios isquémicos en el 
parénquima del aloinjerto, fibrosis, disfunción y eventualmente pérdida del órgano 
trasplantado (112). Se cree que el rechazo mediado por Ac es uno de los principales 
mecanismos que conducen al RC en el trasplante renal y posiblemente también en el 
cardiaco (113).  Los anticuerpos específicos frente al CMH del donante presentes en el 
receptor se unen a las células endoteliales del aloinjerto e inducen el daño vascular a 
través de la activación de la vía del complemento, sugeridos por los depósitos de C4d en 
el endotelio del aloinjerto, sin embargo también existe el rechazo sin depósitos de C4d 
(112,114).  En los órganos susceptibles, el rechazo mediado por Ac puede manifestarse 
por diferentes fenotipos que van desde la disfunción clínicamente aparente del aloinjerto 
en los episodios de rechazo mediado por Ac agudo, generalmente en relación con la 
lesión mediada por el complemento de los vasos del aloinjerto; a la inflamación 
persistente del árbol vascular que conduce al desarrollo progresivo de arteriosclerosis 
del aloinjerto y su pérdida de función en los episodios de rechazo mediado por Ac 
crónico (115-118). 
2.3.2.2 Rechazo crónico experimental en trasplantes de tejidos compuestos 
Un número limitado de estudios han abordado el tema del RC en modelos 
animales de TTC (ratas y primates no humanos), donde el rechazo fue inducido bien por 




En un modelo experimental de trasplante ortotópico de pata posterior de rata, los 
episodios repetidos de RA producidos por ciclos de discontinuación/reintroducción de 
la terapia inmunosupresora produjo episodios consecutivos de RA y finalmente a los 90 
días tras el trasplante se observó vasculopatía de aloinjerto con proliferación miointimal 
vascular distal y oclusión luminal, atrofia del pelo, adelgazamiento dérmico, fibrosis de 
las glándulas sebáceas, fibrosis atrófica de los miocitos, y esclerosis ósea. No se 
encontró una asociación entre estas características claramente sugestivas de RC y la 
presención de Ac específios frente al donante o depósitos tisulares de C3 (C4d no fue 
estudiado). Los resultados de este trabajo sugieren que los episodios múltiples de RA 
favorecen el desarrollo de RC (119). 
Un modelo experimental de trasplante heterotópico de pata posterior de rata 
observó una asociación entre la isquemia fría y el RC. La intensidad del rechazo y su 
progresión vascular distal se relacionó significativamente con el frío (122). 
También se identificaron cambios sugestivos de RC en dos modelos 
experimentales de TTC en primates no humanos, uno de ellos fue un trasplante de 
peroné y el otro un trasplante facial heterotópico (120,121).  En estos modelos, los 
cambios sugestivos de RC incluyeron la hiperplasia miointimal (presente tanto en vasos 
de pequeño como de gran calibre del aloinjerto), fibrosis de la pared vascular, oclusión 
luminal, desarrollo de nódulos linfoides similares a órganos linfoides terciarios en el 
tejido subcutáneo, y linfedema y fibrosis del aloinjerto evidenciado por imágenes de 
resonancia magnética y examen histopatológico (Figura 9). Estos cambios sugestivos 
de RC se desarrollaron ocasionalmente a pesar de una estabilidad clínica y la ausencia 
de episodios cutáneos de RA, sugiriendo que el RC puede desarrollarse en ausencia de 
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RA en la piel (Figura 10) (98,120,123).  En ambos trabajos, la presencia de 
aloanticuerpos IgG e IgM y los depósitos de C4d no fueron prominentes. 
Figura 9. Imágenes representativas de la hiperplasia de la íntima arterial. A y B, aloinjerto de 
carótida común. Arteria que muestra una hiperplasia intimal marcada (barras rojas). Tinción 
hematoxilina-eosina (A) y tinción elástica (B), aumento original, x10. C y D, hiperplasia de la íntima en 
vasos distales de pequeño calibre. Tinción hematoxilina-eosina (C) y tinción elástica (D), aumento 
original, x20. E y F, arteria femoral receptora (control) con íntima inalterada. Tinción hematoxilina-
eosina (E) y tinción elástica (F), aumento original, x10. (Reproducido con permiso: Mundinger GS, 
Munivenkatappa R, Drachenberg CB, Ha JS, Vaca EE, Shipley ST, et al. Histopathology of Chronic 
Rejection in a Nonhuman Primate Model of Vascularized Composite Allotransplantation. 
Transplantation. 2013 May 27;95(10):1204–10.) 
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Figura 10. Discrepancia en los hallazgos entre tejidos superficiales y profundos en animales con 
RC. A pesar de una apariencia clínica estable (A y B) y ausencia de rechazo cutáneo (grado 0 de Banff 0; 
C y D) entre los días 260 (columna izquierda) y 312 (columna derecha) del postoperatorio, las biopsias 
profundas que obtienen tejido subcutáneo (E y F) revelan el desarrollo de folículos linfoides terciarios. 
Tinción hematoxilina-eosina, aumento de piel original, x 2,5; Ampliación de tejido profundo original, x 
10. (Reproducido con permiso: Mundinger GS, Munivenkatappa R, Drachenberg CB, Ha JS, Vaca EE, 
Shipley ST, et al. Histopathology of Chronic Rejection in a Nonhuman Primate Model of Vascularized 




2.3.2.3 Rechazo crónico clínico en trasplantes de tejidos compuestos 
Hasta el momento no existe una definición formal de RC en TTC en humanos 
debido a la limitación de los datos clínicos disponibles (57,124-127).  En comparación 
con el TOS, los datos relativos al RC en TTC en humanos son mucho más escasos 
debido al menor número de pacientes y al seguimiento más corto disponible. Las 
características clinicopatológicas del RC se han reportado en algunos TTC clínicos pero 
la verdadera incidencia del RC en este contexto aún no se ha establecido. Inicialmente 
se consideró que la incidencia era menor que en el TOS, a pesar de una frecuencia 
aparentemente mayor de episodios de RA. Una explicación posible podría ser el 
diagnóstico y tratamiento precoz de los episodios de RA en los TTC ya que se 
manifiestan principalmente en la piel y es fácil de detectar macroscópicamente y 
confirmar mediante biopsia. Esto contrasta con el TOS, donde el diagnóstico de rechazo 
no se realiza macroscópicamente y se basa principalmente en datos analíticos que 
reflejan la disfunción del aloinjerto, ya que las biopsias en estos tipos de trasplante son 
más difíciles de obtener en comparación con la piel. 
Por otra parte, muchos TTC contienen médula ósea que podría inducir 
quimerismo en la sangre periférica, y así promover la tolerancia del TTC al menos en 
modelos animales (128).  En humanos, el quimerismo en sangre periférica generalmente 
no es detectable o detectable solo de manera transitoria (93,129).  A pesar de estos 
hechos, con un número creciente de TTC y un mayor tiempo de seguimiento, se podrían 
esperar más casos de RC, de hecho pacientes receptores de trasplantes de mano y cara 
muestran en sus aloinjertos cambios histopatológicos sugestivos de RC similares a los 
del TOS y modelos experimentales de TTC (125,130,131).  El RC se produjo en la 
mayoría de los casos por una disminución o interrupción del tratamiento 
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inmunosupresor, por falta de adherencia terapéutica del paciente o por complicaciones 
relacionadas con el tratamiento (127). 
Las características clínicopatológicas del RC en los TTC humanos son variables 
y sobre todo afectan a la piel y los vasos. Las lesiones incluyen placas escamosas 
psoriasiformes, lesiones cutáneas purpúricas o equimóticas, úlceras necróticas, 
induración cutánea esclerodermiforme con lesiones discrómicas similares a la EICH, 
afinamiento de los dedos y pérdida ungueal (124,125,127,130).  Patológicamente, una 
de las características más comunes y más grave del RC en los TTC es el daño vascular, 
manifestándose en modelos animales y en TOS como proliferación miointimal de las 
arterias, disminución de la luz vascular y obstrucción al flujo arterial que se traduce en 
un daño isquémico al aloinjerto. Estos cambios, referidos como vasculopatía del 
aloinjerto se han documentado histopatológicamente en arterias radial y cubital, en el 
injerto de piel centinela y en los vasos sinoviales del aloinjerto de rodilla (124-126).  Se 
ha observado vasculopatía del aloinjerto en vasos de mediano calibre de la piel de dos 
pacientes trasplantados de mano. Uno de los pacientes discontinuó voluntariamente el 
tratamiento y el otro lo desarrolló tras 10 años de evolución favorable con solo dos 
episodios documentados de RA (125,132).  Este último caso sugiere que el RC en el 
TTC humano puede desarrollarse de manera insidiosa en ausencia de varios episodios o 
episodios graves de RA.  
Respecto al trasplante facial se han informado recientemente cambios de RC que 
se desarrollaron como resultado de discontinuaciones repetidas en el tratamiento 
inmunosupresor debido a complicaciones neoplásicas (linfoma inducido por el virus de 
Epstein-Barr y tumor de células lisas postrasplante asociado al virus de Epstein-Barr) 
que necesitaron tratamiento quimioterápico (127).  El RC fue favorecido probablemente 
por el control insuficiente de la respuesta inmunitaria debido al inadecuado tratamiento 
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inmunosupresor que condujo a la aparición de un RA continuo. El RC se manifestó 
progresivamente por cambios discrómicos en la piel de la cara y el injerto de piel 
centinela e induración esclerótica significativa que condujo a la pérdida de función del 
aloinjerto. Patológicamente, la piel mostró esclerosis dérmica difusa, esclerosis y 
adelgazamiento de los capilares dérmicos, atrofia epidérmica y de las glándulas 
sudoríparas, vacuolización de las células basales e incontinencia melánica en ausencia 
de infiltración celular significativa. Este paciente no presentaba anticuerpos específicos 
frente al donante circulantes ni depósitos de C4d en los vasos de la piel. 
 
2.3.2.4 Mecanismos patogénicos del rechazo crónico 
Estos mecanismos siguen siendo poco conocidos y posiblemente incluyen 






El tratamiento inmunosupresor en dosis insuficientes puede conducir al 
desarrollo de RC (124,125,127,130,131).  En TTC experimentales, el RC puede 
Tabla 2. Factores propuestos e interrelacionados con el desarrollo de RC en TTC 
Inmunológicos No inmunológicos 
Diferencias en el CMH donante-receptor Tipo de trasplante 
Número y grado de episodios de RA Traumatismo mecánico 
Rechazo mediado por LT Grado de resistencia vascular del flujo del aloinjerto 
Rechazo mediado por Ac Grado de regeneración linfática donante-receptor 
Contenido relativo de piel del aloinjerto Denervación del aloinjerto 
Contenido relativo de MO del aloinjerto Lesión isquémica por oclusión de la luz arterial 




producirse tras episodios repetidos de RA y parece probable que este escenario también 
sea válido en algunos casos de TTC en humanos (119).  Sin embargo, algunos pacientes 
desarrollaron RC sin haber sufrido episodios frecuentes o graves de RA. Este hecho 
sugiere que la ausencia de episodios frecuentes de RA no previene necesariamente el 
desarrollo de RC; y que el RA y el RC podrían deberse en parte a mecanismos 
diferentes (124).  
Los factores inmunológicos que podrían favorecer el RC en TTC incluyen 
incompatibilidad CMH entre donante-receptor, número y grado de episodios de RA, 
rechazo mediado por LT, rechazo mediado por anticuerpos, contenido relativo de piel y 
médula ósea del aloinjerto, estado inmunológico frente a citomegalovirus, e infecciones 
(133).  Como en los TOS, los mecanismos inmunológicos implican tanto a la inmunidad 
celular (LT, CPA, células de la inmunidad innata) como a la inmunidad humoral, 
mediada por Ac específicos frente al donante que reconocen antígenos del CMH u otros 
antígenos de histocompatibilidad menores (111). 
Los mecanismos no inmunológicos también pueden jugar un papel favorable en 
la producción de RC (133,135).  Estos factores que no están directamente asociados a 
una respuesta inmunitaria incluyen la lesión por isquemia reperfusión, la toxicidad 
farmacológica, el tipo de órgano trasplantado, la resistencia vascular al flujo sanguíneo 
en el aloinjerto, el grado de regeneración de canales linfáticos entre donante y receptor, 
la denervación del aloinjerto, la lesión isquémica por oclusión arterial, y las cirugías de 
revisión. El trauma repetido parece ser capaz de inducir características de RC en 
modelos experimentales de TTC (136). Este mecanismo podría jugar un papel 
especialmente importante en los aloinjertos de mano en humanos sometidos a 
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microtraumatismos diarios, especialmente en el postoperatorio precoz cuando la 
sensibilidad protectiva no se ha restablecido. 
Parece que el RC afecta principalmente a los vasos sanguíneos de tamaño medio 
y grande de la piel y los tejidos subyacentes, y se manifiesta como vasculopatía del 
aloinjerto. La vasculopatía del aloinjerto es difícil de revertir y puede acabar con la 
pérdida del aloinjerto. Por el contrario, el RA generalmente se puede revertir con 






Las citoquinas son polipéptidos solubles que funcionan como mediadores 
paracrinos o autocrinos que actúan a distancias cortas y regulan una variedad de 
respuestas inflamatorias o inmunitarias. Desde el descubrimiento en 1978 del factor de 
crecimiento de LT, conocido actualmente como IL-2, diferentes mediadores solubles son 
objeto de investigación (137).  Las citoquinas afectan a la proliferación, diferenciación 
y función de las células implicadas en procesos fisiológicos. Su actividad está mediada 
por receptores de membrana específicos que pueden ser expresados en diferentes tipos 
celulares. Las citoquinas pueden tener propiedades estimuladoras o inhibidoras, y 
pueden sinergizar o antagonizar la acción de otros mediadores. Un factor puede 
reemplazar o compensar la falta de otra citoquina, lo que se conoce como redundancia. 
En 1991, Romagnani mostró que los LTh humanos, al igual que los del ratón expresaban 
perfiles de citoquinas funcionalmente diferentes (138,139). De acuerdo con este 
paradigma Th1/Th2, los LTh1 producen IL-2, IFN- y TNF- y favorecen la respuesta 
inmunitaria celular, la hipersensibilidad retardada y la activación de los macrófagos; por 
otra parte los LTh2 secretan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, favoreciendo la tolerancia y 
estimulando la diferenciación de LB y la respuesta de Ac (140).  Esta dicotomía no se 
limita a los LT CD4 (141).  Los LT CD8 efectores y los LT  también pueden secretar 
citoquinas de una forma polarizada. Esto ha conducido a una nomenclatura más 
generalizada de citoquinas tipo 1 y tipo 2 (142). 
Las citoquinas conocidas por mediar en los procesos inflamatorios crónicos 
pueden dividirse en aquellas que participan en la inmunidad humoral como IL-3, IL-4, 
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IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13 y factor de crecimiento transformante  (TGF-). 
Otras participan en la inmunidad celular como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, 
IL-12, IFNs, factor inductor del IFN- (IGIF), TGF- y TNF- y . 
2.4.1.1 Interleucina 2 
La IL-2 es una glicoproteína conocida como factor de crecimiento de LT. Se 
secreta principalmente por los LTh activados. Actúa como un factor de 
crecimiento/activador para LT, células NK y LB, y promueve el desarrollo de las células 
LAK (143,144).  Juega un papel crítico en la regulación humoral y celular de la 
respuesta inflamatoria crónica. La unión a su receptor en los LT conduce a la 
proliferación celular, el aumento de la secreción de linfoquinas (IFN-, linfotoxina, IL-
3, IL-4, IL-5, GM-CSF) y una mayor expresión de moléculas del CMH de clase II. 
2.4.1.2 Interleucina 3 
La IL-3, también conocida como multi-CSF, es producida por los LT activados y 
mastocitos. Su peso molecular oscila entre 14 y 36 kDa. La clonación del 
correspondiente ADNc se realizó en el año 1984 y su gen está localizado en el 
cromosoma 5 (144).  Esta interleucina estimula los eosinófilos y la diferenciación de los 
LB, e inhibe la actividad de las células “killer” activadas por linfoquinas (LAK). La IL-3 
comparte actividad biológica con GM-CSF (145).  
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2.4.1.3 Interleucina 4 
La IL-4 se expresa como un dímero de 15-19 kDa. Su gen se ha mapeado en el 
cromosoma 5 y su ADNc fue clonado en el año 1986 (146).  La IL-4 se produce por LTh 
CD4+, mastocitos y basófilos. Induce la diferenciación de los LT CD4
+ en LTh2 mientras 
suprime el desarrollo de LTh1. También actúa como un factor de crecimiento de los LB, 
LT y mastocitos, aumenta la expresión del CMH de clase II en los LB, y propicia el 
cambio de clase de Ig a IgG1 e IgE (147).  De hecho, es necesaria para la inducción de 
la respuesta de IgE, y su ausencia también conduce a niveles significativamente más 
bajos de IgG1 y de la respuesta inmunitaria dependiente de LT (148). El efecto 
estimulador sobre la producción de IgG1 e IgE, y sobre la inducción del CMH de clase 
II está regulado negativamente por el IFN-. La IL-4 también estimula la síntesis de 
colágeno e IL-6 por los fibroblastos dérmicos humanos, y puede desempeñar un papel 
en la patogénesis de enfermedades como la esclerosis sistémica (149,150). 
2.4.1.4 Interleucina 5 
Clonada en 1987, el ADNc de la IL-5 codifica una proteína de 20-22 kDa tras su 
dimerización. Al igual que la IL-4, el gen de la IL-5 se localiza en humanos en el 
cromosoma 5 (147).  La IL-5 también se conoce como factor II de crecimiento de LB 
(BCGFII) y factor de reemplazo de LT (TRF), y es producida por los LTh CD4
+ y las 
células NK (144). La IL-5 está involucrada en la diferenciación y activación de los 
eosinófilos así como en la estimulación del cambio de Ig hacia IgA. Otras propiedades 
de la IL-5 incluyen una mayor activación de la proliferación de los LB y de la 
citotoxicidad de los LT (147). La producción combinada de IL-4 e IL-5 por los LTh2 
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CD4+ deriva en una producción de IgE e IgA y una estimulación de mastocitos y 
eosinófilos. 
2.4.1.5 Interleucina 7 
La IL-7 es una citoquina de aproximadamente 25 kDa cuyo ADNc fue clonado 
en 1989. Su gen ha sido mapeado en el cromosoma 8 humano. La IL-7 es un factor de 
crecimiento de las células pre-B, producida en la médula ósea (MO) y en el estroma del 
timo (151). Estimula el desarrollo de las células pre-B y pre-T y actúa como factor de 
crecimiento para los LB, LT y timocitos (151). 
2.4.1.6 Interleucina 9 
La IL-9 es otra citoquina producida por los LTh2 CD4
+ así como por algunos 
linfomas B. El ADNc de la IL-9 fue clonado por primera vez en 1989 y su codificación 
genética se encuentra en el cromosoma humano 5 (152,153).  Su producción es 
dependiente de la IL-4 e IL-10, y por lo tanto de la IL-2. La IL-9 tiene una naturaleza 
reguladora inhibiendo la producción de IFN- por los LT CD4
+ y aumenta el 
crecimiento de los LT CD8
+ (154). Además, promueve la producción de Ig por los LB y 
la proliferación de los mastocitos (143). 
2.4.1.7 Interleucina 10 
También conocida como factor de crecimiento de LT derivado de las células B y 
como factor inhibidor de la síntesis de citoquinas porque inhibe la producción de IFN- 
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en los LT activados. El ADNc humano para la IL-10 fue clonado en 1990 y codifica una 
proteína de 18 kDa. La IL-10 es producida por diferentes tipos celulares incluyendo LT 
CD4+, LT CD8
+ activados y LB (155). Sus efectos incluyen la reducción de la 
proliferación celular antígeno-específica en los LT, la inhibición de la producción de 
IFN- inducido por la IL-2 en las células NK, y la inhibición de la expresión del CMH 
de clase II inducido por IL-4 e IFN- en monocitos (156). Dado que la IL-10 puede ser 
producida por LTh2 e inhibe la función de los LTh1, se considera un factor de 
regulación. La IL-10 también actúa como un factor de co-diferenciación para los LT 
citotóxicos (157). 
2.4.1.8 Interleucina 12 
La IL-12 fue aislada originalmente de los LB transformados por el virus de 
Epstein-Barr. Es un heterodímero compuesto por dos subunidades. Su actividad 
biológica incluye una mayor activación de LT citotóxicos y células LAK, una mayor 
citotoxicidad de las células NK, un incremento en la proliferación de los LT activados y 
células NK, inducción de la producción de IFN- por los LT y las células NK, y una 
inhibición de la síntesis de IgE por linfocitos estimulados por la IL-4 a través de 
mecanismos dependientes e independientes del IFN- (158-160). La IL-12 es secretada 
por LB activados, macrófagos y otras CPA, pero su producción se inhibe por la IL-4 y la 
IL-10. Además, el efecto estimulador de la IL-12 en el desarrollo de LTh1 se antagoniza 
por la IL-4, una citoquina que estimula el desarrollo de LTh2. Por lo tanto, la IL-12 
juega un importante papel en la inflamación mediada por células y contribuye a la 
regulación de la producción de Ig. 
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2.4.1.9 Interleucina 13 
El gen de la IL-13 ha sido mapeado en el cromosoma 5 humano, estrechamente 
relacionado con el gen que codifica la IL-4 (161). La IL-13 presenta propiedades 
antiinflamatorias ya que inhibe la producción de IL-1, el TNF-, la IL-8 y la IL-6 
(161). La inhibición de la producción de citoquinas inflamatorias es también otra 
característica de otras dos citoquinas producidas por los LTh2 como la IL-4 y la IL-10. 
Además, la IL-13 mejora la diferenciación y proliferación de monocitos y LB, aumenta 
la expresión de CD23, e induce el cambio de IgG4 e IgE (162). 
2.4.1.10 Interleucina 14 
Es un producto de los LB y LT malignos y de los LT no malignos. Al igual que la 
IL-4, se ha visto que la IL-14 induce la proliferación de LB, considerándose un factor de 
crecimiento de los LB (143). Sin embargo, la IL-14 inhibe la secreción de Ig. Se ha 
sugerido que tiene un papel importante en los linfomas no Hodgkin agresivos de células 
B (163). 
2.4.1.11 Interleucina 15 
La IL-15 comparte muchas de sus propiedades biológicas con la IL-2 y su 
actividad está mediada a través de un receptor de alta afinidad compuesto por una 
cadena  única y las cadenas  y  del receptor de la IL-2. Sin embargo, no presenta 
ninguna secuencia homóloga con la IL-2 (164). La IL-15 se produce por una gran 
variedad de células que incluyen LT y monocitos. Estimula la proliferación de LT y 
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células NK (143). Mejora la expansión de los LB y la producción de Ig (165). Es además 
un importante quimiotáctico para LT. La IL-15 puede ser responsable del reclutamiento 
y activación de los LT en la sinovial de pacientes con artritis reumatoide (166). 
2.4.1.12 Factor de crecimiento transformante  
La familia de citoquinas del TGF- incluye tres isoformas, codificadas por genes 
separados, con alta afinidad por su unión al mismo receptor. Estas citoquinas son 
producidas por LT, plaquetas y monocitos, y actúa inhibiendo la proliferación y 
activación de los LT y las células NK (167). En el lugar de la lesión, el TGF- es 
almacenado en las plaquetas y liberado tras su degranulación. Actúa atrayendo 
monocitos y otros leucocitos al lugar de la lesión, participando en los pasos iniciales de 
la inflamación crónica. El TGF- además tiene una regulación positiva sobre su propia 
producción, la producción y depósito de componentes de la matriz extracelular así como 
la expresión de integrinas promotoras de la adhesión celular. También inhibe la 
producción de colagenasa y su expresión prolongada en el tiempo puede conducir a una 
fibrosis progresiva del tejido (168). 
2.4.1.13 Interferones 
Los IFN son un grupo de citoquinas originalmente identificadas y nombradas 
por su actividad antiviral (169). Los IFN de tipo I incluyen el IFN- producido por los 
leucocitos y el IFN- producido por los fibroblastos. Tienen actividad antiviral y 
antiproliferativa y regulan positivamente la expresión de moléculas del CMH de clase I. 
El IFN de tipo II, IFN inmune o IFN- es un homodímero producido por LT y células 
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NK activadas. El IFN- aumenta la expresión de moléculas del CMH de clase I y II en 
las células nucleadas. También estimula muchas de las funciones efectoras de los 
fagocitos mononucleares. Mientras que el IFN- y el IFN- se unen a un receptor 
común, el IFN- reconoce un receptor de superficie diferente y específico. El IFN- está 
implicado en la patogénesis de una gran variedad de enfermedades autoinmunes e 
inflamatorias crónicas que incluyen modelos experimentales de lupus eritematoso 
sistémico o diabetes mellitus tipo I (170-173). 
2.4.1.14 Factor inductor del IFN- 
En células Kupffer murinas y macrófagos activados se identificó una molécula 
inductora del IFN-, refiriéndose a ella como factor inductor del IFN- (IGIF) (174). 
IGIF induce la producción de IFN- de forma más potente que la IL-12 y está 
involucrado en el desarrollo de LTh1. El homólogo humano comparte funciones con la 
citoquina murina tal como la inducción de la producción de IFN- por células 
mononucleares estimuladas y potencia la citotoxicidad de las células NK (175).  
Además, IGIF aumenta la producción de GM-CSF y disminuye la de IL-10. Se ha 
propuesto designarlo como IL-18 (175). 
2.4.2 Citoquinas y rechazo crónico 
Desde hace años se reconoce el papel de las citoquinas en la patogenia de la 
arteriosclerosis del aloinjerto. La relación entre la lesión por isquemia y reperfusión y el 
desarrollo de RC también está bien establecido. Adams et al. mostró que la 
isquemia/reperfusión conducía a la secreción de las citoquinas MIP-1 y  por las 
Introducción 
75 
células endoteliales del aloinjerto hepático (176). Las citoquinas producidas por los LT 
activados y los macrófagos también pueden mediar el desarrollo de lesiones 
arterioscleróticas. La quimiocina expresada y secretada por células T normales 
reguladas tras la activación (RANTES) está regulada positivamente en arterias 
coronarias de pacientes con rechazo crónico terminal tras un trasplante cardiaco (177). 
Mediante sistemas de hibridación in situ e inmunohistoquímica (IHQ), RANTES fue 
localizada en las células mononucleares infiltrantes y en las células endoteliales. 
Estudios in vitro muestran que RANTES se produce por células endoteliales tras su 
exposición a TNF-, IL-1 o IFN- (178). Por lo tanto, los procedimientos de medición 
de citoquinas en el aloinjerto en el minuto cero tras el trasplante y en las biopsias 
posteriores podrían proporcionar información sobre cómo la producción de citoquinas 
por las células endoteliales o los macrófagos regulan los mecanismos que conducen al 
RA y RC. 
Aparte de factores inespecíficos como la lesión por isquemia/reperfusión, la 
respuesta inmunitaria específica frente al aloinjerto puede producir un proceso 
inflamatorio crónico. Esto se basa en la observación que una alta incidencia de 
episodios de RA se asocian con el RC. Las citoquinas derivadas de los LT como el IFN-
 no sólo pueden mediar en el RA sino que también aumentan la expresión del CMH y 
moléculas de adhesión, y estimulan la proliferación de células musculares lisas. Sin 
embargo, la evidencia de que el RC del aloinjerto esté mediada por citoquinas tipo 1 o 
tipo 2 es limitada (Tabla 3). El desarrollo precoz de RC se asoció con la expresión de 
IL-2 en el primer episodio de RA y de IFN- en los 6 primeros meses tras el trasplante 
(179,180).  A largo plazo, la infiltración linfoide endomiocárdica es común, pero estas 
células no transcriben ARNm detectable de IL-2 ni IL-4, lo que sugiere que las células 
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productoras de citoquinas tipo 1 están involucradas en la iniciación pero no en el 
mantenimiento de la arteriosclerosis del aloinjerto cardiaco (179). En aloinjertos 
hepáticos, Hayashi encontró una asociación entre las citoquinas tipo 1 y el RC (181).  
Sin embargo, el análisis de aloinjertos renales mostró una asociación con la 
arteriosclerosis del aloinjerto con las citoquinas tipo 2 (182-184).  Estos estudios 
demuestran que tanto las citoquinas de tipo 1 como de tipo 2 están involucrados en la 
patogénesis del RC. El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de 
crecimiento fibroblástico (FGF) básico, factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) 
y TNF- y  son reguladores del crecimiento tanto de células endoteliales como 
musculares lisas. Se ha reportado una asociación entre el RC y la presencia de uno o 
más de estos factores en el aloinjerto (Tabla 3). El ARNm de FGF ácido y básico está 
regulado positivamente en la mayor parte de los aloinjertos cardiacos 
independientemente del RC, lo que implica que estos mediadores desempeñan un papel 
en los procesos tras el trasplante; sin embargo, su participación específica en el 
desarrollo del RC aún no ha sido elucidada (185,186). El papel de TGF-, TNF- y 
PDGF en el RC está algo más claro. En biopsias y en necropsias de aloinjertos de 
pacientes, la expresión de TGF-, TNF- y PDGF se relacionó con el fracaso del 
aloinjerto por RC (181,182,187-191). Sin embargo, la interpretación de la mayoría de 
estos datos es limitada ya que los hallazgos fueron comparados con tejidos no 
trasplantados en lugar de aloinjertos sin signos de RC. Además, la producción de 
citoquinas puede verse afectada por el periodo de hipotensión e isquemia caliente 





2.4.3 Citoquinas y tolerancia 
La tolerancia del aloinjerto suele asociarse con una disminución de las 
citoquinas tipo 1 y un aumento de las citoquinas tipo 2 (194-197). Estos hallazgos han 
planteado que la inducción de una respuesta de tipo 2 frente a los antígenos podría 
producir una tolerancia específica del donante. Sin embargo, la naturaleza redundante y 
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pleiotrópica de la red de citoquinas sugiere que la inducción y el mantenimiento de la 
tolerancia del aloinjerto dependen de mecanismos más complejos y no puede explicarse 
por la dicotomía entre citoquinas tipo 1 y tipo 2 (198). En el año 1996, Strom publicó la 
“hipótesis del semáforo” para la tolerancia, que postulaba que la inducción de tolerancia 
podría producirse por la presencia autocrina de IL-2 e IL-4 (luz verde), mientras que la 
inducción paracrina de IL-2, IL-7 e IL-15 no (luz roja) (199). En su opinión, no era la 
naturaleza de las citoquinas la que determina la tolerancia sino la jerarquía de los 
factores de crecimiento de los LT, y su habilidad para mediar en la tolerancia y el 
rechazo, lo que determinaba la producción de citoquinas. 
Se ha medido la expresión de ARNm de IL-4 en modelos clínicos de TOS tanto 
en episodios de rechazo como en su ausencia (Tabla 4) (200-206). Se ha descrito que la 
resolución espontánea de episodios de rechazo en aloinjertos hepáticos se asoció a una 
expresión de IL-4 en el aloinjerto y ausencia de IL-2 (204,207). Kusaka mostró que tras 
el trasplante renal, las células de sangre periférica de un paciente que discontinuó el 
tratamiento inmunosupresor producían altas concentraciones de IL-4 (208). La IL-10 
también regularía negativamente la respuesta inmunitaria específica frente al donante. 
Sin embargo, la expresión de ARNm de IL-10 en el aloinjerto solo se asociaba 
ocasionalmente con la quiescencia inmunológica. La IL-10 está presente en aloinjertos 
cardiacos y hepáticos con función estable y en ausencia de rechazo (202,209). Sin 
embargo, la mayoría de los estudios in vivo que han analizado la expresión de IL-10 en 
el aloinjerto no han encontrado evidencia de una función inmunosupresora y si una 
correlación positiva con episodios de RA (192,210-212). 
La presencia de citoquinas de tipo 2 en los aloinjertos durante los episodios de 
RA pueden significar que están involucradas en la respuesta de RA o que participan en 
la creación de un ambiente de falta de respuesta inmunológica frente al aloinjerto. 
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Como tal, la producción de citoquinas de tipo 2 puede ser la respuesta del sistema 
inmunológico a la respuesta inflamatoria inducida por las citoquinas de tipo 1, 
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2.5 INHIBIDORES DE LA CALCINEURINA: TACROLIMUS 
El término inhibidores de la calcineurina enfatiza la similitud en el mecanismo 
de acción de los dos medicamentos incluidos en este grupo, la ciclosporina A y el 
tacrólimus, que han servido como eje inmunosupresor en el TOS durante las últimas 
décadas. 
Los inhibidores de la calcineurina difieren de sus fármacos inmunosupresores 
predecesores por su inhibición selectiva de la respuesta inmunitaria. Estos fármacos no 
inhiben la actividad fagocítica neutrofílica como lo hacen los corticosteroides, ni 
tampoco tienen efecto mielosupresor. Los eventos de superficie celular y el 
reconocimiento de antígenos también permanecen intactos (213). 
El tacrólimus o FK506 es un compuesto antibiótico macrólido aislado del 
Streptomyces tsukubaensi (214). El efecto inmunosupresor del tacrólimus depende de la 
formación de un complejo con su proteína receptora citoplasmática, la proteína de unión 
al tacrólimus (FKBP). Este complejo se une a la calcineurina, que actúa defosforilando 
el factor nuclear de LT activados, y facilita su paso a través de la membrana nuclear. De 
este modo, la inhibición de la calcineurina dificulta la expresión de citoquinas críticas 
para promover la activación de los LT, como la IL-2, IL-4, el IFN- y el TNF- 
(215,216). 
Los pacientes con IS terapéutica con inhibidores de la calcineurina conservan un 
grado de respuesta inmunitaria suficiente para mantener las defensas, lo que permite que 
potentes señales inmunitarias puedan activar la expresión de citoquinas y generar una 
respuesta efectiva (217). 
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Tacrolimus tiene una alta afinidad por los elementos sanguíneos formes pero 
difiere de la ciclosporina en que se une con gran afinidad a proteínas pero no se asocia 
significativamente a lipoproteínas y tiene un perfil más favorable en los niveles de 
colesterol. Tiene una vida media de alrededor de 8 horas se metaboliza a múltiples 
metabolitos por el citocromo P-450 IIIA (CYP3A) que se encuentra en el sistema 
gastrointestinal y los enzimas microsomales hepáticos. Algunos de los metabolitos del 
fármaco pueden tener efectos inmunosupresores y potencial nefrotóxico (218).  Su 
secreción principal es biliar con mínima excreción renal, no siendo necesario modificar 
las dosis del fármaco en presencia de nefropatía. 
Tacrólimus (Prograf) está disponible en formulación intravenosa y como 
cápsulas de 5 mg, 1 mg y 0,5 mg. Normalmente se administra dos veces al día. Existe 
una formulación de acción prolongada y administración una vez al día (Advagraf) que 
está disponible en Europa pero no en Estados Unidos. La absorción gastrointestinal es 
dependiente de las sales biliares. Debido a la efectividad y la relativa consistencia en su 
absorción vía oral, rara vez es necesario utilizar su formulación intravenosa. Se absorbe 
principalmente en el intestino delgado y su biodisponibilidad oral es de alrededor del 








2.6 CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS CD34+ 
A finales de la década de los 60, se hipotetizó que las células precursoras 
endoteliales circulantes derivadas de la MO podrían contribuir a la reparación de los 
vasos de aloinjertos renales (219). Sin embargo, recientemente se ha confirmado 
mediante el rastreo del linaje celular que la MO proporciona células para la reparación 
tisular de diferentes órganos (220). 
Los tejidos en organismos adultos tienen la capacidad de auto mantenimiento 
por la presencia de una pequeña población de células madre (CM) multipotenciales 
(221-225). 
La médula ósea adulta contiene células madre hematopoyéticas (CMHe) y 
células madre mesenquimales, que pueden derivar de un precursor primitivo común. 
(226) Las células madre mesenquimales son capaces de contribuir a la regeneración de 
hueso, cartílago y músculo cardiaco, mientras que las CMHe pueden contribuir a la 
regeneración hepática, de músculo cardiaco, epitelio tubular y árbol vascular (227). 
Las CMHe residen en la MO en un microambiente altamente organizado 
formado por células estromales de la MO, osteoblastos, osteoclastos y sus proteínas de 
matriz extracelular. Las células hematopoyéticas expresan diferentes moléculas de 
adhesión como el receptor 4 de CXC Motif (CXCR4), very late antigen-4 (VLA-4) y 
CD117, que permite que estas células interactúen con los componentes celulares y 
extracelulares del microambiente. La interacción de SDF-1 (CXCL12) con su receptor 
CXCR4 juega un papel crítico en la retención de las CMHe en la MO. SDF-1 es una 
quimiocina CXC que se expresa de constitutivamente en el estroma de la MO y 
funciona como quimioatrayente de CMHe (228). 
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La MO se ha considerado históricamente como fuente de CMHe. Estas células 
también pueden reclutarse en sangre periférica tras la administración de quimioterapia 
y/o citoquinas en un proceso denominado movilización de CM (229).  Una pequeña 
población de CMHe también circula en sangre periférica, aunque sus niveles se ven 
incrementados en respuesta a determinados factores como la infección, el trauma o la 
quimioterapia. Además, numerosas citoquinas como factor estimulante de colonias de 
granulocitos (G-CSF), GM-CSF y el factor de CM (SCF); quimiocinas como la IL-8, el 
factor derivado del estroma 1 (SDF-1) y el oncogen regulador del crecimiento β (Gro-
β); y Ac para moléculas de adhesión (VLA-4 y VCAM1) pueden movilizar CM a la 
circulación periférica (230). 
A mediados de los años 80, varios grupos consiguieron demostrar que era 
posible recolectar CMHe de la sangre periférica mediante aféresis tras la administración 
de fármacos quimioterápicos o citoquinas como G-CSF o GM-CSF (231). Este hecho 
derivo en el tratamiento mediante el trasplante autólogo de CMHe, siendo la principal 
forma para la reconstitución del sistema hematopoyético en pacientes sometidos a 
quimiosupresión por enfermedades como el linfoma no Hodgkin o el mieloma múltiple 
(231). 
La sangre periférica es la principal fuente de CMHe CD34+ gracias a su 
movilización, demostrándose una mayor eficacia y duración del injerto que tras el 
trasplante de médula ósea. La sangre periférica es el medio principal para la recolección 
de CMHe CD34+ en los autotrasplantes realizados en Europa para pacientes con 
enfermedades linfoproliferativas (232). 
Actualmente se encuentran disponibles diferentes fármacos para la movilización 
de CMHe CD34+ desde la médula ósea a la sangre periférica. Las terapias estándar 
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consisten en el uso conjunto de fármacos quimioterápicos como la ciclofosfamida con 
G-CSF (231). Se ha estudiado el uso aislado de G-CSF, GM-CSF o SCF observándose 
una menor eficacia en la movilización (233). A raíz de estos resultados, surgió la 









Plerixafor es un derivado biciclamo desarrollado inicialmente para el tratamiento 
de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), demostrando in 
vitro una inhibición CXCR4, el correceptor que permite la entrada del virus en el LT 
(234). Debido a la leucocitosis transitoria monitorizada tanto en individuos sanos como 
en pacientes VIH positivos, condujo a un cambio importante en su uso (235). 
Los estudios farmacodinámicos del plerixafor en pacientes sanos mostraron un 
aumento de entre 1,5 y 3 veces los valores de CMHe CD34+ en sangre periférica 
(236,237). Este incremento celular en sangre periférica se debe a la acción de SDF-1, 
una quimiocina que se une específicamente a CXCR4 y facilita el tráfico y la retención 
de CMHe en la MO. En su movilización, plerixafor bloquea de forma reversible la 
unión entre SDF-1 y CXCR4, liberando CMHe CD34+ a sangre periférica (Figura 11) 
(234,236). 
El perfil farmacocinético del plerixafor se caracteriza por una rápida absorción 
por vía subcutánea y una distribución fundamentalmente por el espacio extravascular, 
uniéndose en un 60% a proteínas plasmáticas. Su metabolismo no interacciona con el 
sistema citocromo P450. La vida media de eliminación es de entre 3-5 horas y se realiza 
por vía urinaria, por lo que se requieren datos de función renal antes de su uso, ya que 
su vida media aumenta en pacientes que tienen un aclaramiento de creatinina 
disminuido (238). 
El uso de plerixafor en combinación con G-CSF se aprobó en 2008 en Estados 
Unidos y en 2009 en Europa para la movilización desde MO a sangre periférica, 
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recolección y trasplante autólogo de CMHe en pacientes con linfoma no Hodgkin o 
mieloma múltiple (235). 
 
Figura 11. Mecanismo de movilización de CMHe por plerixafor. (A) Las CMHe se retienen en la MO 
por la interacción CXCR4/CXCL12. (B) Unión de plerixafor a CXCR4 inhibiendo su unión a CXCL12 y 
liberando las CMHe de la MO a sangre periférica. (Reproducido con permiso: Fricker SP. Physiology and 
pharmacology of plerixafor. Transfus Med Hemother. 2013 Aug;40(4):237–45.) 
 
Se ha demostrado que el número de células CD34+ circulantes en la sangre 
periférica se correlaciona con el número de células CD34+ recolectadas. Por ello se ha 
establecido que, para iniciar la recolección, como mínimo debe haber ≥10 CD34+/μL en 
sangre periférica, siendo lo ideal ≥20 CD34+/μL (239).  Aproximadamente, entre el 15-
35% de los pacientes son considerados malos movilizadores, es decir, <10CD34+/μL 




En base a estos resultados, se ha estudiado la presencia de posibles factores de 
riesgo para el fracaso en la movilización, siendo los más extendidos la edad avanzada 
(mayor de 60 años), la quimioterapia previa (más de 3 líneas previas o el uso de 
determinados agentes como los alquilantes, la fludarabina o la linalidomida), la 
radioterapia previa, la afectación de MO por enfermedades malignas, la progresión de la 
enfermedad o un recuento de plaquetas menor de 150x109/L (241). 
La introducción de estrategias con plerixafor y G-CSF adaptadas al riesgo 
individual de cada paciente han reducido sustancialmente las tasas de fracaso en la 
movilización, así como el número de aféresis necesarias para conseguir los objetivos, 







2.8 TOLERANCIA Y QUIMERISMO 
La tolerancia consiste en la ausencia de respuesta inmunitaria frente a antígenos 
específicos. Durante el desarrollo del sistema inmunitario, una de sus funciones críticas 
es evitar las respuestas dirigidas hacia los antígenos propios, previniendo el desarrollo 
de enfermedades autoinmunes. Esto se logra tanto por la tolerancia central en el timo 
como por la tolerancia periférica en el tejido linfoide extratímico. Durante su desarrollo 
en el timo, una gran parte de los LT son eliminados debido a una reactividad no deseada, 
mediante procesos de selección negativa. Los LT que reconocen antígenos en el CMH 
son seleccionados positivamente y se les permite su circulación en sangre periférica. 
Debido a que el proceso de selección negativa es imperfecto, puede haber LT 
autorreactivos en sangre. La tolerancia periférica previene la autoinmunidad (243). La 
tolerancia periférica se mantiene por procesos de delección clonal, anergia y supresión. 
En contraste con la delección clonal, los LT anérgicos siguen estando presentes pero son 
incapaces de responder, por ejemplo, por ausencia de señal coestimuladora. El 
fenómeno de supresión celular se ha demostrado durante mucho tiempo mediante 
experimentos de transferencia adoptiva, en donde la transferencia de células de 
animales tolerantes puede inducir tolerancia en animales salvajes (243). 
En el contexto del trasplante, la tolerancia se puede definir como la ausencia de 
una respuesta inmunitaria destructiva frente al aloinjerto en un anfitrión con respuesta 
inmunitaria intacta y sin tratamiento inmunosupresor de mantenimiento (244).  Los 
primeros estudios animales demostraron que la inyección intratímica de un antígeno 
soluble podía inducir tolerancia central (244). La tolerancia también ha sido inducida 
mediante la ablación o IS del sistema inmunitario del receptor y su reconstitución con 
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células de MO tanto del donante como del receptor, generando un sistema inmunitario 
quimérico que no rechazaría los órganos del donante.  Se han obtenido algunos éxitos 
con el uso de tratamientos no mieloablativos en receptores de trasplante renal y de MO 
(245). Estos receptores fueron capaces de dejar el tratamiento inmunosupresor por 
completo (244). 
Se han adoptado diferentes enfoques para inducir tolerancia periférica. Por 
ejemplo, la eliminación de los LT mediante apoptosis o muerte celular programada, la 
inducción de anergia mediante el bloqueo de las señales coestimuladoras, o la supresión 
de la activación de los LT mediante la manipulación de las citoquinas. 
A pesar del éxito de diferentes potentes regímenes inmunosupresores en la prolongación 
de la supervivencia del aloinjerto, la generación de tolerancia específica frente a 
antígenos sigue pendiente (243,244). 
El conocimiento actual sugiere que el rechazo en el trasplante puede ser 
controlado por diferentes vías (246).  La IS convencional está diseñada para mantener al 
receptor en un estado de reducción o inhibición de la respuesta inmunitaria. Este 
enfoque es el responsable del éxito actual del trasplante clínico. El tratamiento 
inmunosupresor crónico es necesario para evitar episodios de rechazo. Otro paradigma 
de la interacción entre aloinjerto y receptor es aquel en el que el receptor adquiere 
algunas de las propiedades del donante, por ejemplo el “quimerismo mixto” (247,248).  
Este escenario puede ser involuntario cuando los leucocitos del donante migran desde al 
aloinjerto a la circulación o puede facilitarse con fines terapéuticos con la transferencia 
de CMHe del donante generando un estado de falta de respuesta inmunitaria frente al 
donante o “tolerancia del trasplante” (249-251). Los enfoques que utilizan las 
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estrategias de quimerismo mixto parecen generar un estado de falta de respuesta 
específica frente al donante en el receptor dejando su sistema inmunitario en gran parte 
intacto. La durabilidad y el mecanismo de la tolerancia depende del régimen utilizado. 
Una tercera posible interacción entre donante y receptor es aquella en la que el receptor 
repuebla significativamente el aloinjerto, lo que se conoce como quimerismo reverso 
(QR). Medawar fue el primero en hipotetizar que la aceptación del aloinjerto podría ser 
el resultado de la sustitución del endotelio por células del receptor (252). 
2.8.1 Quimerismo reverso 
El QR se define como la repoblación del aloinjerto por células del receptor, 
siendo publicado por primera vez en un modelo de trasplante aórtico hace más de 40 
años (219,253). 
El reemplazo de las células del donante por células del receptor ha sido 
publicado en diferentes TOS (254-259).   Actualmente se especula que las CM de MO 
del receptor podrían diferenciarse en células del aloinjerto (260,261).  Sin embargo, se 
desconocen las implicaciones clínicas de este proceso denominado QR. 
2.8.1.1 Quimerismo reverso en trasplante de órgano sólido y trasplante de 
tejidos compuestos 
Hay dos sentidos posibles de tráfico celular tras un trasplante: desde el donante 
hacia el receptor y desde el receptor hacia el donante (262,263). 
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Numerosos artículos se han centrado en la movilización celular desde el donante 
hacia el receptor para la generación de tolerancia, lo que se conoce como quimerismo 
sistémico (264-267). 
El QR se centra en el tráfico celular desde el receptor hacia el donante mediante 
el reemplazo del aloinjerto por células del receptor. Kashiwagi et al. utilizó el 
cariotipado de aloinjertos hepáticos humanos para demostrar que los hepatocitos y el 
endotelio de los vasos de gran calibre mantuvo la especificidad del donante mientras 
que el sistema macrofágico fue reemplazado por el receptor (268). Hruban et al. utilizó 
la hibridación in situ frente al cromosoma Y para demostrar que los cardiomiocitos y la 
mayor parte del endotelio mantenía la especificidad del donante (254). Theise et al. 
observaron que las CM extrahepáticas, probablemente derivadas de la MO, contribuían 
a la proliferación de los hepatocitos (269). 
En los TTC, se sabe poco acerca del linaje celular presente en los aloinjertos así 
como de la regulación del reemplazo celular tras el trasplante. Este reemplazo es posible 
por células circulantes o de los tejidos contiguos. Las células multipotenciales 
indiferenciadas pueden alcanzar el aloinjerto por migración directa desde los tejidos 
adyacentes o a través de las anastomosis arteriales, siendo posible la proliferación y 
diferenciación celular de estas células dentro del aloinjerto (270). Los TTC están 
formados por varias combinaciones tisulares que incluyen músculo, nervio, tendón, piel, 
hueso, cartílago y MO. La tasa de recambio celular puede ser diferente en cada uno de 
los tejidos así como por las condiciones de daño postrasplante. Debido a ello, los tejidos 
con las tasas de recambio celular son menores como el músculo, cartílago y periosteo, 
las células del donante se mantienen permanentemente; mientras que aquellos tejidos 
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con mayor tasa de recambio celular como el hueso, la piel, la MO y las células 
endoteliales, las células del receptor migran gradualmente hacia ellos (261,270). Hasta 
la fecha ha habido muy pocos estudios científicos que describan el linaje celular de los 
aloinjertos de miembros. 
2.8.1.2 Quimerismo óseo 
El tejido óseo está en remodelación celular constante. Las células 
osteoprogenitoras se originan a partir de una línea de CM mesenquimales que reside 
fundamentalmente en el periostio y la MO (271-273). El tráfico celular desde el 
receptor hacia el hueso del aloinjerto parece habitual si consideramos este mecanismo 
de remodelación ósea. 
Se ha intentado definir el linaje celular óseo en modelos experimentales de 
trasplante de pata en ratas y de hueso vascularizado (260,274). La repoblación celular 
del aloinjerto se ha evaluado mediante técnica PCR semicuantitativa utilizando los 
cebadores Sry en trasplantes cruzando el sexo. Muramatsu et al. demostraron que las 
células óseas del donante eran reemplazadas gradualmente por las del receptor. 
Curiosamente, esta repoblación comenzó simultáneamente en todas las porciones 
analizadas del hueso, lo que sugiere que las células se suministran a través de la arteria 
nutricia en lugar de la médula adyacente o el periostio. El proceso de reemplazo a las 24 
semanas postrasplante fue del 99% de las células inicialmente presentes en el aloinjerto. 
Por lo tano, este reemplazo celular es un proceso rápido. La remodelación de las 
osteonas es probable que sea más lenta en humanos (271). Es probable que la 
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osteotomía realizada en la extracción de los aloinjertos estimule la migración, 
proliferación y diferenciación de células indiferenciadas en osteoblastos. 
2.8.1.3 Quimerismo endotelial 
Varios estudios han abordado el reemplazo endotelial en TOS, llegando a la 
conclusión que el endotelio mantenía fundamentalmente células del donante (256-259). 
 Clouston et al. no encontraron QR endotelial en aloinjertos hepáticos hasta 410 
días postrasplante (275). Sin embargo, otros estudios han encontrado QR endotelial en 
biopsias hepáticas dentro del primer año postrasplante (257). Koestner et al. y 
O´Connell et al. demostraron QR endotelial en aloinjertos cardiacos (276,277). Tanaka 
et al. mostró un aumento tiempo dependiente del QR endotelial en capilares portales 
tras el trasplante hepático (257). Muramatsu et al. demostraron la presencia de QR 
endotelial en aloinjertos de pata en ratas (Figura 12) (169,181). En un estudio de 
trasplante renal, Sedmak et al. mostraron la asociación entre el daño endotelial inducido 
por el rechazo y el quimerismo endotelial (255). 
El endotelio vascular se daña tras la lesión por isquemia-reperfusión. Hristov et 
al. reportaron que la reparación endotelial tras la isquemia podría ocurrir por la 
migración y proliferación de células endoteliales maduras circundantes (278). Sin 
embargo, las células endoteliales diferenciadas tienen un bajo potencial de proliferación 
y sustitución de las células dañadas. Se sabe que la sangre periférica contiene células 
progenitoras derivada de la MO con el potencial para diferenciarse en nuevas células 
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endoteliales, pudiendo contribuir a la renovación de las células endoteliales dañadas 
(278). 
 
Figura 12. Expresión de proteína verde fluorescente tras el TTC de aloinjertos de pata de rata positivos 
para proteína verde fluorescente en receptores Lewis negativos para proteína verde fluorescente. Puede 
observarse la expresión marcada de proteína verde fluorescente en el endotelio capilar. (Reproducido con 
permiso: Muramatsu K, Suzuki H, You-Xin S, Hashimoto T, Matsunaga T, Taguchi T. Donor cell 
repopulation of whole-limb allografts in the rat: detection with green fluorescent protein. Plast Reconstr 
Surg. 2007 Jul;120(1):100–7). 
  
2.8.1.4 Quimerismo muscular 
El músculo esquelético está formado por tejidos que se autorregeneran. En 
condiciones normales, el crecimiento y la reparación están mediados por una población 
residente de CM miogénicas llamadas células satélite (279). Las células satélite están 
situadas entre la lámina basal y la membrana plasmática, y se activan localmente por la 
degeneración de las miofibrillas inducida por la isquemia o la agresión quirúrgica. 
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Muramatsu et al. informaron que el tejido muscular de los aloinjertos se dañaba 
por la isquemia caliente y la lesión por reperfusión debido a que los aloinjertos 
presentaban inflamación durante las 2 semanas postrasplante (261,270). Bajo la 
influencia de factores de crecimiento liberados por células inflamatorias y macrófagos, 
las células satélite proliferan y se diferencian en mioblastos que posteriormente se 
diferencian y fusionan para formar lo miotubos y las miofibras, promoviendo la 
regeneración muscular. Sin embargo, el potencial de autorrenovación de las células 
satélite es limitado (279,280). Estudios recientes sugieren que las células miogénicas 
pueden derivarse de CM presentes en la MO ectópica, aunque su participación en la 
regeneración muscular sea menor (281). Muramatsu et al. observaron que el 
componente muscular del aloinjerto permaneció inalterado hasta al menos 1 año 
postrasplante (261). Sin embargo, otros estudios han observado un QR parcial por fibras 
musculares del receptor localizadas alrededor de vasos de pequeño calibre, pudiendo ser 
estos vasos los suministradores de nuevas CM hacia el aloinjerto (270). 
2.8.1.5 Quimerismo cutáneo 
La literatura reciente sugiere que el crecimiento y la reparación del tejido 
cutáneo están mediados por las regiones superiores de la raíz externa de los folículos 
pilosos (221). Estas células se dividen a un ritmo lento para mantener tanto la 
autorrenovación como el crecimiento del tejido diferenciado. Muramatsu et al. 
demostraron que las células de la piel del donante eran reemplazadas gradualmente por 





Figura 13. Expresión de proteína verde fluorescente en la piel de ratas receptoras Lewis negativas para 
proteína verde fluorescente a los 18 meses del trasplante. (Superior) Expresión de proteína verde 
fluorescente en la epidermis y el endotelio de los capilares subcutáneos. (Inferior) Mediante microscopía 
confocal, se observó expresión de proteína verde fluorescente especialmente en los folículos pilosos. 
(Reproducido con permiso: Muramatsu K, Suzuki H, You-Xin S, Hashimoto T, Matsunaga T, Taguchi T. 
Donor cell repopulation of whole-limb allografts in the rat: detection with green fluorescent protein. Plast 
Reconstr Surg. 2007 Jul;120(1):100–7). 
 
Estudios recientes muestran que las células derivada de la MO pueden 
encontrarse en la epidermis y los folículos pilosos, pero no parecen experimentar una 
expansión clonal a menos que el tejido se lesione. Merad et al. investigaron la 
renovación de las células de Langerhans en la piel, observando que las células derivadas 
del donante podían proliferar y regenerar en condiciones estacionarias. Sin embargo, en 
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aquellos casos de depleción de células de Langerhans epidérmicas, estas células podían 
reemplazarse rápidamente por células circulantes en sangre periférica (282). 
Kanitakis et al. realizaron el primer trasplante clínico de mano e investigaron la 
repoblación de las células de Langerhans en la epidermis del aloinjerto (283). Sus 
resultados demostraron que las células de Langerhans presentes en la piel del aloinjerto 
mantenían el origen del donante durante un periodo de 4 a 5 años, sugiriendo una tasa 
de repoblación lenta de las células de Langerhans del receptor. 
2.8.1.6 Quimerismo reverso en otros tejidos del aloinjerto 
La renovación celular y la remodelación de los condrocitos articulares es bien 
conocida. Los condrocitos derivan de células mesenquimales que se diferencian durante 
la morfogénesis esquelética (94). Debido a que el cartílago adulto carece de vasos 
sanguíneos, no hay migración de células indiferenciadas desde la sangre. Además, el 
cartílago carece de células indiferenciadas dentro del propio tejido. La única estirpe 
celular que se encuentra en el cartílago articular es el condrocito, que tiene una 
capacidad de proliferación y migración limitadas debido a que se encuentra encerrado 
dentro de la densa matriz extracelular formada por colágeno y proteoglicanos. 
Muramatsu et al. observaron que al menos durante 1 año tras el trasplante, los 
condrocitos seguían siendo del donante, un hecho previsible debido a las características 
morfogenéticas de la célula (284). 
Diferentes estudios han demostrado que las CM de MO del receptor migraban a 




La renovación celular en el periostio sugiere que se produce a expensas de 
células del donante que se autorrenuevan (270). 
2.8.1.7 Tolerancia y quimerismo reverso 
Se ha observado en modelos experimentales de trasplante hepático en ratas 
cruzando el CMH que tras la invasión leucocitaria del aloinjerto, los animales 
sobrevivían a los episodios de rechazo sin tratamiento inmunosupresor y vivían hasta su 
sacrificio al cabo de un año o posterior (286). La repoblación de los aloinjertos 
hepáticos parecía que se producía por transdiferenciación o reprogramación celular en 
lugar de fusión celular, y se veía acelerada en aloinjertos hepáticos de tamaño reducido 
al 50% (286). Las células receptoras observadas en los aloinjertos eran inicialmente de 
menor tamaño que los hepatocitos, estaban agrupadas alrededor de las venas centrales y 
su citoplasma era positivo para la albúmina. No se encontraron CM de MO repoblando 
aloinjertos singénicos. Del mismo modo, la IS inhibía el proceso de repoblación, 
creyendo que era necesario un bajo grado de rechazo para permitir que las CM del 
receptor reemplazasen aquellas células del aloinjerto lesionadas por los episodios de 
rechazo. Para probar esta teoría se diseñó un modelo de trasplante entre especies de 
ratas con un rechazo intenso de los aloinjertos, un modelo que se asemeja más a la 
situación clínica. Las estrategias que se emplearon en este caso para promover la 
tolerancia a largo plazo a través de la movilización de CM fueron: trasplante de un 50% 
del tejido hepático, administración de dosis bajas de tacrólimus durante la primera 
semana para prevenir el RA, y la administración de plerixafor para liberar CM de MO a 
sangre periférica. Los resultados confirmaron que el plerixafor movilizaba 
adecuadamente la población de CM de MO, que la adición de dosis bajas de tacrólimus 
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evitaba los episodios de RA, y que la combinación de plerixafor y dosis bajas de 
tacrólimus durante la primera semana postrasplante obtenía una mayor supervivencia a 
largo plazo sin necesidad de más tratamiento farmacológico (287). 
Además de su capacidad para diferenciarse en múltiples linajes celulares y su 
participación en la reconstrucción del nicho hematopoyético, las CM de MO ejercen un 
potente efecto inmunomodulador, incluida la inhibición de la proliferación y la función 
efectora de los LB, LT y células NK (288-291). Se ha reconocido que las CM 
mesenquimales aisladas de la MO adulta son capaces de modificar la respuesta 
inmunitaria in vitro e in vivo (292). Para probar si la combinación de plerixafor y 
tacrólimus inducían la supresión o tolerancia de la respuesta inmunitaria, se realizaron 
aloinjertos cutáneos en el animal receptor 3 semanas tras el cese del tratamiento con 
tacrólimus y se observó que los aloinjertos sobrevivieron durante de más de un mes tras 
el cual comenzaron a perderse (293). Un tercio de los aloinjertos fue rechazado 
agresivamente de forma habitual mostrando que la combinación del tratamiento inducía 
una IS específica autoperpetuante frente a determinados antígenos pero no frente a 
todos los aloantígenos. 
La extensión de esta estrategia de Okabayashi a otros TOS diferentes al hepático 
plantea dificultades en cuanto a que la movilización endógena de CMHe para 
reemplazar o reparar el tejido dañado del aloinjerto pueda no ser eficaz en aquellos 
órganos de origen epitelial o que tienen tasas de recambio celular lentas (294). El riñón, 
como la mayoría de los órganos, presenta células derivadas de la MO en respuesta al 
daño tisular, sin embargo el linaje de estas células no está claro y su capacidad para 
producir transdiferenciación celular y su conversión a células tubulares renales es 
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controvertida (220,295-297). En consecuencia, Hu et al. no tuvieron éxito con la el 
tratamiento en un modelo experimental de trasplante renal en ratas tras la 
administración de dosis bajas de tacrólimus y plerixafor durante la primera semana post 
trasplante debido a la muerte por fallo renal entre los 30 y 90 días tras el trasplante. Sin 
embargo, al repetir la misma pauta terapéutica en los meses 1, 2 y 3 tras el trasplante 
obtuvieron una 92% de aceptación del aloinjerto a los 7 meses, con función renal e 
histología normal sin tratamiento adicional (294). Cameron et al. también observaron 
estos resultados en un modelo experimental de trasplante renal en cerdos (293). 
Nosostros realizamos una revisión sistemática para identificar y analizar la 
evidencia clínica actual en QR y la presencia de QR endotelial y QR órgano específico. 
Observamos que los aloinjertos hepáticos presentaban el mayor porcentaje de QR 
endotelial y los aloinjertos pulmonares el menor. El QR órgano específico pudo 
detectarse en la mayor parte de los aloinjertos pero con niveles muy bajos, no siendo 
posible identificar la funcionalidad de las células del receptor en el aloinjerto. Sin 
embargo, no fuimos capaces de determinar si el QR era el origen o el resultado de los 
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El objetivo del estudio fue evaluar la expresión de citoquinas en un modelo 
experimental de RC en aloinjertos osteomusculares heterotópicos de pata posterior de 
rata sometidos a IS sub-terapéutica con tacrólimus, tras la movilización de CMHe 
CD34+ con plerixafor. 
Se estableció como hipótesis nula (H0) que la movilización de CMHe CD34
+ no 
modifica la expresión de citoquinas en los aloinjertos de TTC con RC. Se estableció 
como hipótesis alternativa (H1) que la movilización de CMHe CD34
+ modifica la 
expresión de citoquinas en los aloinjertos de TTC con RC. 
Además, se establecieron los siguientes objetivos secundarios: 
• Analizar el infiltrado leucocitario cualitativamente y cuantitativamente 
en el tercio medio del tejido muscular del aloinjerto. 
• Analizar el grado de RC en los vasos femorales y del tercio medio y 
distal del tejido muscular del aloinjerto. 
• Analizar el porcentaje de QR endotelial de los vasos femorales del 
aloinjerto. 
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4.1 PROTOCOLO QUIRÚRGICO 
Todos los animales recibieron un trato de acuerdo a la Directiva del Consejo de 
Europa del 22 de septiembre de 2010 (2010/63/UE). El proyecto fue aprobado por el 
Comité Ético de Bienestar Animal del Hospital Universitario La Paz, con fecha 27 de 
febrero de 2012, del cual se anexa autorización. 
Se realizaron 16 transferencias de pata posterior entre ratas (Rattus 
Norvergicus), divididas en dos grupos de experimentación con 8 animales en cada 
grupo. Se seleccionaron ratas entre 237 y 468 gramos de peso de dos familias no 
consanguíneas: ratas macho Wistar-Lewis haplotipo RT11 como receptoras y ratas 
hembra Lewis Brown-Norway RT1n como donantes (Janvier Labs, Le Genest-Saint-
Isle, Francia). Todos los animales se sometieron a trasplante inmediato y posterior IS 
sub-terapéutica con tacrólimus (Prograf®, Astellas Pharma, Chūō, Tokyo, Tokio, 
Japón). El grupo II además se sometió a terapia movilizadora de CMHe CD34+ con 
plerixafor (Mozobil®, Genzyme, Cambridge, Massachusetts, E.E.U.U.) (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Grupos de experimentación. 
Grupo n Donante ➔Receptor 
Terapia IS (días post-
trasplante) 
Terapia movilizadora de CMHe 
CD34+ (días post-trasplante) 
Supervivencia 
(días) 
I 8 RT1n ➔ RT11 
Tacrólimus 0,1 mg/kg 
(0,1,2,3,7) 
No 63 
II 8 RT1n ➔ RT11 
Tacrólimus 0,1 mg/kg 
(0,1,2,3,7) 
Plerixafor 1 mg/kg 
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4.2 EXTRACCIÓN DEL ALOINJERTO 
Se realizó una incisión circunferencial a nivel de la raíz de la pata posterior de la 
rata. Tomando como límite proximal el ligamento inguinal se disecaron los vasos 
femorales como vasos donantes, se realizó la miotomía de la musculatura del muslo y 
neurotomía de los nervios femoral y ciático. Los vasos tibiales anteriores y posteriores 
fueron ligados distalmente. El pie fue amputado a nivel de la sindesmosis tibioperonea. 
Tras la ligadura de los vasos femorales se realizó la osteotomía en el tercio medio del 
fémur. La Figura 14 muestra el aloinjerto. 
 
Figura 14. Extracción del aloinjerto. Izquierda: Disección de los vasos femorales a nivel de la ingle y de 
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4.3 TÉCNICA QUIRÚRGICA EN EL ANIMAL RECEPTOR 
Se realizó una incisión longitudinal siguiendo la línea oblicua que unía la sínfisis 
del pubis con la espina iliaca anterosuperior y se prepararon los vasos femorales. La 
anastomosis arterial y venosa a los vasos femorales se realizó mediante técnica termino-
terminal con sutura monofilamento no reabsobible de tamaño 10/0 (S&T, Synovis 
Micro Co Alliance Inc., Birmingham, E.E.U.U.). No se realizaron neurorrafias, 
miorrafias ni osteosíntesis. Tras comprobar la patencia vascular del aloinjerto se eliminó 
el componente cutáneo y se acomodó en posición heterotópica subcutánea a nivel 
abdominal (Figuras 15 y 16).  
Figura 15. Mesa de trabajo experimental. 
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Figura 16. Técnica quirúrgica en el animal receptor. Superior izquierda: Fijación del aloinjerto; 
Superior derecha: Desepidermización del aloinjerto tras patencia vascular positiva; Inferior izquierda: 
Acomodación heterotópica subcutánea abdominal del aloinjerto; Inferior derecha: Cierre de la zona 
receptora.  
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4.4 PROTOCOLO DE INMUNOSUPRESIÓN 
Todos los animales receptores recibieron terapia IS sub-terapéutica con 
tacrólimus (Prograf®, Astellas Pharma, Chūō, Tokyo, Tokio, Japón) a dosis de 0,1 
mg/kg/24 horas por vía subcutánea los días 0, 1, 2, 3 y 7 post-trasplante (287). 
 
4.5 PROTOCOLO DE MOVILIZACIÓN DE CÉLULAS MADRE 
DE MÉDULA ÓSEA CD34+ 
Los animales receptores del grupo II recibieron terapia movilizadora de CM de 
MO CD34+ con plerixafor (Mozobil®, Genzyme, Cambridge, Massachusetts, E.E.U.U.) 




4.6 SEGUIMIENTO CLÍNICO 
En todos los animales se monitorizó la evolución ponderal semanal y la 
aparición de signos de EICH entre los que se incluyeron la aparición de lesiones 
cutáneas, alopecia, dificultad respiratoria, diarrea o debilidad generalizada (299). 
  
4.7 PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE LOS ALOINJERTOS 
Transcurridas 9 semanas post-trasplante los animales fueron anestesiados para la 
recuperación de los aloinjertos para su procesado y análisis (Figura 17). Posteriormente 
los animales receptores fueron sacrificados. 
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4.8 PROCESADO Y ESTUDIO DE LAS MUESTRAS 
Los aloinjertos se dividieron en fresco en diferentes muestras que comprendían 
los vasos femorales, la tibia y el tejido muscular y se fijaron en tampón formalina. Las 
muestras musculares se dividieron en tercios con preservación exclusiva de los tercios 
medio y distal. Tras su inclusión en bloques de parafina, se realizaron cortes seriados de 
5 μm de grosor con la ayuda de microtomo (Leica® RM2255, Leica Biosystems, 
Wetzlar, Alemania) para su procesado. 
Las muestras se estudiaron mediante un sistema de análisis de imagen 
compuesto por un microscopio Olympus® BX14 (Olympus®, Tokio, Japón) acoplado a 
una cámara y el software ImageJ ProPlus® (Media Cybernetis®, Washington, 
E.E.U.U.) (Figura 18). 
Figura 18. Sistema de análisis de imagen. 
 
  
Material y Métodos 
 
114 
4.9 VALORACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CITOQUINAS 
Para valorar la expresión de citoquinas se realizaron mediciones en los tercios 
medio y distal del tejido muscular del aloinjerto utilizando el panel de 22 citoquinas del 
sistema ProcartaPlexTM Multiplex Immunoassays (Affymetrix, Santa Clara, California, 
E.E.U.U.) según instrucciones del fabricante. Las citoquinas incluidas en el panel 
seleccionado fueron: Eotaxina, oncogén relacionado con el crecimiento α (GRO-α), 
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias 
de granulocitos y monocitos (GM-CSF), IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-12, IL-13, IL-17A, proteína 10 inducida por IFN- (IP-10), proteína 
quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1), MCP-3, proteína inflamatoria de macrófagos 1α 
(MIP-1α), MIP-2, RANTES y TNF-α. Tras el procesado de las muestras e incubación 
por duplicado con cada uno de los Ac frente a las citoquinas de interés, la señal obtenida 
en el panel se cuantificó mediante un analizador Luminex xMAP 200 (Luminex 
Corporation, Austin, Texas, E.E.U.U.). Las concentraciones de citoquinas, expresadas 
en pg/ml, se extrapolaron a partir de las curvas estándar utilizando el software Xponent 
(Luminex Corporation, Austin, Texas, E.E.U.U.) (Figura 19). 
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Figura 19. Sistema ProcartaPlexTM Multiplex Immunoassays y analizador Luminex xMAP 200. 
 
  
Material y Métodos 
 
116 
4.10 VALORACIÓN DEL INFILTRADO LEUCOCITARIO 
4.10.1 Cualitativa 
Se realizó una valoración subjetiva del infiltrado leucocitario en muestras del 
tercio medio del tejido muscular con tinción de hematoxilina-eosina (Merck KGaA, 
Darmstadt, Alemania) y una magnificación de x100. El muestreo se llevó a cabo por 
dos observadores independientes en cinco cortes seleccionados de manera aleatoria para 
cada aloinjerto. La escala utilizada fue: 0 = Ausencia; 1 = Leve; 2 = Moderado; 3 = 
Intenso. 
4.10.2 Cuantitativa 
Se realizó estudio IHQ de los antígenos leucocitarios CD3, CD4, CD8, CD20 y 
CD68 a nivel del tercio medio del tejido muscular del aloinjerto con el objetivo de 
identificar los subtipos celulares. Para ello se desenmascararon los antígenos 
leucocitarios con un protocolo ajustado para cada Ac primario mediante el sistema 
PTLink Dako® (Pre-Treatment). El equipo de tinción empleado fue el Autostainer Plus 
de Dako® siguiendo las recomendaciones del fabricante. Tras el bloqueo de la 
peroxidasa endógena y el de unión inespecífica, se realizó la incubación con el Ac 
primario y secundario, empleando entre ambos tampón de lavado (Wash Buffer Dako®). 
Posteriormente se incubaron las muestras con peroxidasa streptavidina (Streptavidin 
horseradich peroxidase conjugate, SouthernBiotech®, Birmingham, Inglaterra) y con el 
cromógeno según prospecto (Dako® REALTM Detection System K5003). Tras la 
contratinción con hematoxilina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), se procedió al 
montaje y deshidratación de las secciones tisulares. Los resultados mostraron los 
núcleos celulares en azul-violeta y las células positivas en marrón. 
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Se escogieron cinco cortes aleatorios por aloinjerto y se muestrearon dos áreas 
de 90000 μm2 por corte, con una magnificación de x200. Se consideraron positivas para 
el contaje aquellas células que mostraban núcleo y citoplasma. El muestreo se llevó a 















Figura 20. Valoración cuantitativa del infiltrado leucocitario. Superior: Tinción IHQ CD4 (x200); 
Inferior: Tinción IHQ CD68 (x200).  
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4.11 VALORACIÓN DEL RECHAZO CRÓNICO 
El RC (Figura 21) se valoró en los vasos de femorales y en los vasos del tercio 
medio y distal del tejido muscular del aloinjerto mediante la medición de la 
proliferación intimal (PI) y el porcentaje de permeabilidad arterial (PPA): 
• PI (Figura 22): Porcentaje del grosor total de la pared arterial que ocupa 
la íntima. Se obtuvo según la fórmula (Íntima / (Íntima + Media)) x 100 (119). 
• PPA (Figura 23): Porcentaje de la luz arterial que es permeable al flujo y 
no ha sido ocupada por la neoíntima. Se obtuvo según la fórmula (Área de la neoíntima 
/ Área de la lámina elástica interna) x 100 (300). 
Se prepararon 5 cortes histológicos aleatorios de cada segmento vascular a 
estudiar, y se valoraron tras tinción con el kit de tinción de fibras elásticas según van 
Gieson (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Los resultados mostraron los núcleos 
celulares de color pardo negruzco, las fibras elásticas en negro, el colágeno en rojo y la 





























Figura 21. RC. Superior: RC en vasos femorales tras tinción de fibras elásticas según van Gieson 
(x100); Inferior: RC en vasos femorales tras tinción de fibras elásticas según van Gieson (x400). 
 












Figura 22. Valoración de la PI en vasos femorales tras tinción de fibras elásticas según van Gieson 









Figura 23. Valoración del PPA en vasos femorales tras tinción de fibras elásticas según van Gieson 
(x100). Línea amarilla: Área de la neoíntima. Línea roja: Área de la lámina elástica interna.  
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4.12 VALORACIÓN DEL QUIMERISMO REVERSO 
ENDOTELIAL 
La repoblación del endotelio de los vasos femorales del aloinjerto se evaluó 
mediante técnica FISH para los cromosomas X e Y. Se eligió esta técnica porque 
permite el análisis de varios núcleos en interfase, porque proporciona una identificación 
genotípica definitiva de las células y porque conserva la morfología del tejido 
examinado. Se realizaron pruebas de mapeo en cultivos celulares de una línea de CM 
mesenquimales de rata macho obteniendo una hibridación adecuada. Las sondas de los 
cromosomas X e Y de la rata se marcaron con fluorocromo rojo y verde, 
respectivamente. 
Las pruebas realizadas en los tejidos parafinados de los animales de estudio 
presentaron hibridación en células aisladas, con una mala calidad de la hibridación y no 
fue suficiente para dar un resultado fiable (Figura 24). Para intentar optimizar los 
resultados se realizaron diferentes pruebas variando los buffers y los tiempos de 
actuación de pepsina previo a la hibridación sin obtener mejoría. 
 




Figura 24. Amplificación del resultado de la técnica FISH para los cromosomas X e Y en la PI de los 
vasos femorales de los aloinjertos. Se observa el marcaje con fluorocromo rojo frente al cromosoma X. 
 
 
En base a estos resultados nos planteamos hacer una estimación del porcentaje 
de células con cromosoma Y en el endotelio del aloinjerto con técnica Real-Time PCR 
(RT-PCR). Para ello se planteó la microdisección láser de la PI de las muestras 
parafinadas de arteria femoral del aloinjerto para aplicar sobre las células endoteliales 
aisladas la técnica de RT-PCR (Figura 25). La técnica de microdisección láser para 
aislar la capa endotelial de las muestras de arteria femoral del aloinjerto no pudo 
llevarse a cabo por la Unidad responsable, por lo que finalmente no fue posible la 
realización de la técnica RT-PCR sobre las muestras para el análisis del QR endotelial. 
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Figura 25. Marcaje en amarillo del área de PI sobre el que llevar a cabo la microdisección láser en vasos 
femorales. Tinción de fibras elásticas según van Gieson (x100). 
 
La realización de las técnicas FISH para los cromosomas X e Y y el 
planteamiento de la técnica de microdisección láser se realizó en colaboración con los 
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4.13 VALORACIÓN DEL QUIMERISMO REVERSO EN LA 
MÉDULA ÓSEA 
Al igual que con la valoración del QR endotelial, la repoblación de la MO del 
aloinjerto se evaluó mediante técnica FISH para los cromosomas X e Y. Las pruebas 
realizadas en los tejidos parafinados de los animales de estudio presentaron demasiada 
autofluorescencia probablemente debido al método de fijación que se utiliza con el 
tejido óseo. La autofluorescencia era tan alta que enmascaraba las señales y no se 
podían ver las sondas de hibridación fluorescente (Figura 26). También se realizaron 
pruebas para intentar optimizar los resultados con variaciones en los buffers y los 
tiempos de actuación de pepsina, sin éxito. 
 
 
Figura 26. Resultado de la técnica FISH para los cromosomas X e Y en el tejido óseo donde se 
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Al igual que con la valoración del QR endotelial, nos planteamos evaluar la 
repoblación celular de la MO ósea del aloinjerto mediante el análisis del porcentaje de 
células con cromosoma Y en el aloinjerto con técnica RT-PCR. En este caso valoramos 
el completo de la muestra de MO parafinada sin aplicar la microdisección láser. 
Para la realización de la técnica RT-PCR se tomaron muestras de tejido auricular 
de ratas macho Wistar Lewis y ratas hembra Brown-Norway para la calibración de la 
curva de medición estándar. Todas las muestras parafinadas incluidas en el análisis 
fueron tratadas con xylene para disolver y eliminar la parafina. La extracción y 
purificación del ADN genómico se realizó mediante el Gentra Puregene Tissue Kit 
(Qiagen N.V., Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo recomendado por el 
fabricante.  
La curva de medición estándar se obtuvo mediante la dilución y mezclado de 
ADN de ratas macho y hembra a concentración de 4 ng/μl (Tabla 6). 
Tabla 6. Diluciones de ADN para obtención de la curva de medición estándar. 
% de ADN macho sobre 
fondo de ADN hembra 
Volumen (μl) de 4 
ng/μl de ADN macho 
Volumen (μl) de 4 
ng/μl de ADN hembra 
Volumen 
total (μl) 
0,2 1 499 500 
0,5 1 199 200 
2,5 5 195 200 
12,5 25 175 200 
50 100 100 200 
87,5 175 25 200 
100 200 0 200 
 
La RT-PCR se realizó mezclando SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.E.U.U) con los cebadores murinos Bcl-2 y 
Sry (Tabla 7) y el ADN genómico a estudiar, realizando el análisis por triplicado. 




Tabla 7. Secuencia genómica de los cebadores murinos Bcl-2 y Sry para RT-PCR. 
Gen Cromosoma Forward Reverse 
Bcl-2 13 5´-ATCTCCAGTATCCCACTCGTAG 5´-TGGTACCTGCAGCTTCTTTC 
Sry Y 5´-GATACCCACTACAGCAGAAACA 5´-CAGTGGACAGTAAGTAGGTTAGC 
 
 
La reacción RT-PCR y la obtención de los valores umbral del ciclo (Ct) se 
realizó utilizando la máquina QuantStudioTM 6 Flex RT-PCR System y su software 
asociado (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, E.E.U.U.) según 
recomendaciones del fabricante. Se calculó el valor δCt (CtSry – CtBcl-2) y el nivel de 
expresión de Sry como el valor 2-δCt. Se establecieron las curvas de calibración estándar 
para cada serie de reacciones utilizando la lectura de 2-δCt de las mezclas de ADN 
macho/hembra conocidos en la curva de medición estándar (Tabla 6). Las curvas de 
calibración fueron generadas por el trazado de la media del valor 2-δCt por triplicado 
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4.14 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SAS 9.3 (SAS Institute, 
Cary, Carolina del Norte, E.E.U.U.). Todas las pruebas estadísticas se han considerado 
bilaterales y como valores significativos aquellos que presentaron una probabilidad de 
error menor del 5% (P < 0,05). 
Los datos cualitativos se describen mediante frecuencias absolutas y porcentajes. 
Los datos cuantitativos se describen mediante media, desviación estándar, mínimo y 
máximo. 
La comparación entre grupos de los valores de citoquinas y de QR se ha realizado 
usando el test de la U de Mann-Whitney (no paramétrico para datos independientes). 
La comparación entre grupos de los valores de infiltrado inflamatorio y de PI y 
PPA en los vasos femorales y musculares del aloinjerto, teniendo en cuenta las diferentes 
replicaciones de dichos parámetros en los mismos sujetos, se ha analizado mediante un 































































5.1 SUPERVIVENCIA Y SEGUIMIENTO CLÍNICO 
La supervivencia global fue del 84,21%, con 16 ratas viables de 19 operadas. El 
tiempo medio de la intervención fue de 191,32 minutos (130 – 250 minutos), con un 
tiempo medio de microcirugía de 82,90 minutos (120 – 60 minutos). De los tres 
animales no viables, 2 murieron en el postoperatorio inmediato debido a parada 
cardiorespiratoria por pérdida hemática producida durante la cirugía, y el tercero fue 
sacrificado el día 28 post-trasplante debido a infección tardía de la herida quirúrgica con 
empeoramiento del estado general.  
La evolución ponderal de los 16 especímenes incluidos a lo largo de las 9 
semanas de seguimiento se refleja en la Figura 27. No se observaron signos de EICH.  
 
 





































5.2 RESULTADOS DE LA EXPRESIÓN DE CITOQUINAS 
Las concentraciones de citoquinas a nivel del tercio medio y distal del aloinjerto 
se encuentran detalladas en las Tablas 8 y 9. Las Figuras 28, 29 y 30 muestran la 
representación en diagrama Box-Plot de la concentración de citoquinas con diferencias 
significativas. 
 
Tabla 8.  Concentraciones de citoquinas (pg/ml) a nivel del tercio medio del aloinjerto, expresadas como media ± 
desviación estándar (SD), mínimo y máximo. 
Citoquina 
Grupo I Grupo II 
P 
Media ± SD Mínimo Máximo Media ± SD Mínimo Máximo 
Eotaxina 59,96 ± 33,94 26,4 115,0 38,33 ± 27,40 6,1 73,1 0,298 
GRO-α 39,65 ± 12,53 15,9 52,8 53,54 ± 40,40 21,9 143,0 1,000 
G-CSF 2,94 ± 1,69 2,1 7,1 2,11 ± 0,07 2,0 2,2 0,006 
GM-CSF 1,50 ± 0,27 1,1 1,8 1,34 ± 0,18 1,1 1,6 0,240 
IFN-γ 18,01 ± 20,41 1,9 54,2 33,49 ± 27,15 6,5 75,0 0,132 
IL-1 α 9,50 ± 2,50 6,0 12,7 7,83 ± 0,95 6,5 8,9 0,270 
IL-1 β 35,13 ± 24,76 15,3 91,4 33,03 ± 34,25 7,1 106,0 0,247 
IL-2 3,55 ± 1,40 2,2 6,4 3,20 ± 1,31 1,9 5,7 0,487 
IL-4 0,70 ± 0,38 0,4 1,4 0,59 ± 0,18 0,4 0,8 0,812 
IL-5 0,79 ± 0,13 0,6 0,9 0,67 ± 0,08 0,6 0,8 0,063 
IL-6 2,14 ± 0,21 1,8 2,5 1,81 ± 0,27 1,4 2,2 0,024 
IL-10 8,81 ± 11,09 2,7 35,9 3,59 ± 0,74 2,5 4,3 0,180 
IL-12 2,14 ± 0,75 1,6 3,9 1,59 ± 0,11 1,5 1,7 0,006 
IL-13 0,76 ± 0,15 0,5 0,9 0,71 ± 0,16 0,5 1,0 0,444 
IL-17A 2,00 ± 0,31 1,7 2,7 1,83 ± 0,15 1,7 2,1 0,170 
IP-10 149,78 ± 55,64 46,2 213,0 163,57 ± 32,53 128,0 204,0 0,685 
MCP-1 3178,63 ± 972,87 2294,0 5112,0 4378,00 ± 1831,17 2244,0 7229,0 0,245 
MCP-3 476,13 ± 112,02 321,0 655,0 531,86 ± 83,14 390,0 641,0 0,385 
MIP-1 α 127,78 ± 27,51 94,2 176,0 186,04 ± 134,98 70,3 478,0 0,270 
MIP-2 35,86 ± 59,06 0,8 164,0 98,80 ± 170,72 1,7 473,0 0,354 
RANTES 3358,88 ± 657,74 2109,0 4309,0 3184,29 ± 602,90 2109,0 3784,0 0,772 












Tabla 9.  Concentraciones de citoquinas (pg/ml) a nivel del tercio distal del aloinjerto, expresadas como media ± desviación 
estándar (SD), mínimo y máximo. 
Citoquina 
Grupo I Grupo II 
P 
Media ± SD Mínimo Máximo Media ± SD Mínimo Máximo 
Eotaxina 38,73 ± 15,76 21,7 60,2 29,06 ± 26,54 1,3 73,1 0,338 
GRO-α 105,79 ± 177,14 25,4 542,0 62,17 ± 41,87 29,6 149,0 0,685 
G-CSF 3,09 ± 2,03 2,2 8,1 1,91 ± 0,55 0,7 2,3 0,013 
GM-CSF 1,81 ± 0,85 0,8 3,2 1,47 ± 0,28 1,2 2,0 0,641 
IFN-γ 25,60 ± 21,96 1,7 63,1 17,37 ± 15,21 2,2 40,0 0,487 
IL-1 α 13,00 ± 8,29 4,4 29,2 10,10 ± 3,37 6,8 16,8 0,817 
IL-1 β 172,54 ± 438,63 9,8 1258,0 37,96 ± 52,28 5,7 154,0 1,000 
IL-2 3,21 ± 1,32 2,1 6,0 2,66 ± 0,51 1,8 3,3 0,520 
IL-4 0,90 ± 0,98 0,4 3,3 0,44 ± 0,13 0,3 0,7 0,063 
IL-5 0,76 ± 0,10 0,7 1,0 1,83 ± 3,16 0,6 9,0 0,053 
IL-6 2,09 ± 0,46 1,5 3,0 1,94 ± 0,37 1,6 2,7 0,447 
IL-10 11,01 ± 16,26 3,4 50,8 3,51 ± 1,37 1,2 5,4 0,067 
IL-12 2,33 ± 1,46 1,5 5,9 1,60 ± 0,08 1,5 1,7 0,029 
IL-13 0,69 ± 0,11 0,6 0,9 0,76 ± 0,13 0,6 1,0 0,228 
IL-17A 3,34 ± 3,91 1,7 13,0 2,14 ± 0,38 1,8 2,9 0,682 
IP-10 147,15 ± 68,00 52,0 270,0 125,30 ± 57,60 41,4 175,0 0,643 
MCP-1 3581,00 ± 2621,00 1520,0 9375,0 2178,00 ± 743,68 1075,0 3174,0 0,172 
MCP-3 430,38 ± 189,53 247,0 814,0 330,11 ± 205,06 18,4 528,0 0,602 
MIP-1 α 1759,87 ± 3911,66 91,1 9743,0 210,57 ± 134,28 110,0 499,0 0,775 
MIP-2 138,66 ± 231,36 0,8 656,0 84,27 ± 182,87 0,9 494,0 0,728 
RANTES 2974,57 ± 757,09 1997,0 4217,0 2469,29 ± 1288,73 222,0 3703,0 0,565 










Figura 29. Representación Box-Plot de la concentración de IL-6 en tercio medio. 
 




5.3 RESULTADOS DEL INFILTRADO LEUCOCITARIO 
5.3.1 Cualitativa 
El infiltrado leucocitario medio del grupo I fue intenso mientras que en grupo II 














Figura 31. Superior: Infiltrado leucocitario de grado moderado. Tinción hematoxilina-eosina (x100). 






Los resultados de los contajes celulares en el tercio medio del aloinjerto por área 
media de 90000 μm2 con una magnificación de ×200 para los estudios IHQ frente a los 
antígenos CD3, CD4, CD8, CD20 y CD68 se encuentran detallados en la Tabla 10 y 




Figura 32. Resultados de los contajes celulares en el tercio medio del aloinjerto. 
 
Tabla 10. Resultados de los contajes celulares en el tercio medio del aloinjerto expresados como media 
± desviación estándar. 
 Células CD3+ Células CD4+ Células CD8+ Células CD20+ Células CD68+ 
Grupo I 111,79 ± 66,82 93,25 ± 61,31 96,09 ± 66,53 134,85 ± 79,14 88,97 ± 50,65 




5.4 RESULTADOS DEL RECHAZO CRÓNICO 
Todas las muestras estudiadas presentaron signos histopatológicos de RC. Los 
resultados de cada una de las muestras a nivel de los vasos femorales y de los vasos del 
tercio medio y distal del aloinjerto expresados como PI y PPA se encuentran recogidos 
en la Tabla 11 y representados en las Figuras 33 y 34. No se encontraron diferencias 
significativas entre ambos grupos. 
 
Tabla 11. RC en los vasos femorales. 
 
Vasos femorales Tercio medio Tercio distal 













Grupo II 78,79 ± 9,88 
43,49 ± 
18,84 
































5.5 RESULTADOS DEL QUIMERISMO REVERSO 
ENDOTELIAL 
No fue posible realizar la valoración del QR endotelial. 
 
 
5.6 RESULTADOS DEL QUIMERISMO REVERSO EN LA 
MÉDULA ÓSEA 
Las curvas de calibración se representan según los valores medios de 2-δCt frente 
a los porcentajes de ADN de rata macho. El gen Bcl-2, localizado en el cromosoma 13, 
se utiliza como referencia para normalizar la cantidad total de ADN cargado en cada 
reacción de RT-PCR, y para cada muestra estándar es independiente de la concentración 
de ADN de rata macho. Sin embargo, la curva de amplificación del gen Sry, localizado 
en el cromosoma Y, migra a la izquierda con cada aumento de concentración de ADN 




















Figura 35.  Superior: Curva de calibración del gen Bcl-2. Inferior: Curva de calibración del gen Sry. 
 
La Figura 36 muestra la curva estándar de RT-PCR para extrapolar el porcentaje 
de ADN macho. Los valores medios de δCt (CtSry – CtBcl-2) para cada muestra individual 
fueron calculados y se representaron los valores de 2-δCt (eje Y) frente al porcentaje de 
ADN macho (eje X) (rango 0,2% - 100%) con su ajuste por regresión lineal. R2 











Figura 36. Curva estándar de calibración de RT-PCR para obtener el porcentaje de ADN macho. 
 
Ambos grupos presentaron QR en MO. El porcentaje medio de QR en el grupo I 
y en el grupo II fue 85,61% ± 16,41% y 88,40% ± 16,97%, respectivamente (Figura 
37). No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. 
Figura 37. QR en MO del aloinjerto expresado como porcentaje de células del receptor y del donante.


























































































































































Las CM de MO del donante tienen un efecto inmunoregulador que favorece la 
tolerancia del aloinjerto tras producir quimerismo hematopoyético en el receptor (301). 
Estudio in vitro muestran que las CM inducen muy poca o nula proliferación de 
linfocitos alogénicos, inhibiendo la proliferación de LT activadas y la formación de LT 
citotóxicos. Además, las CM tenderían a ocupar los tejidos dañados teniendo un 
potencial terapéutico en su reparación. (302) Se ha hipotetizado que el QR, que consiste 
en la repoblación del aloinjerto por células del receptor, también podría promover la 
aceptación del aloinjerto (252). La capacidad de una célula para actuar como una CM 
está regulada en gran medida por el entorno que forma el nicho donde reside (303). Los 
nichos pueden definirse como una combinación de matriz enlazada y factores solubles 
que pueden alterarse experimentalmente. Los factores presentes en un medio de 
condicionamiento para el desarrollo de un linaje celular regulan su programación y 
pueden cambiar la diferenciación de las células de forma reversible (304). Un ejemplo 
de cómo las CM adultas pueden reprogramarse se observó en CM neurales de ratones 
adultos. Estas células, inyectadas en un embrión se diferenciaban y contribuían en el 
desarrollo del riñón (305). 
Las citoquinas participan en la regulación del rechazo y la tolerancia del 
aloinjerto (306,307). Sin embargo se desconoce el patrón de expresión de citoquinas en 
el papel del QR en la aceptación y rechazo de los aloinjertos de tejidos compuestos 
(306,308). Plerixafor es un fármaco que libera CMHe CD34+ a sangre periférica. 
Nuestro experimento intentó dilucidar el patrón de citoquinas que se expresaba durante 
el RC en un modelo de QR en TTC heterotópicos de pata posterior de rata tras la 
movilización de CM de MO con plerixafor. 
Zhu et al. describieron un modelo experimental de RC en trasplante de intestino 




Administraron pautas de tacrólimus altas (1 mg/kg/día), medias (0,5 mg/kg/día) y bajas 
(0,3 mg/kg/día) por vía intramuscular a los receptores los días 0-13, 20 y 27 
postrasplante y observaron el desarrollo de RC en todos los grupos con una 
supervivencia de al menos 120 días postrasplante (309). Todos sus aloinjertos 
mostraron uno o más cambios histológicos característicos del RC como cambios en la 
arquitectura de las microvellosidades intestinales, fibrosis intersticial, infiltración 
leucocitaria y/o hiperplasia intimal (309). En base a los resultados publicados por Zhu, 
optamos por utilizar este protocolo para el desarrollo de RC con dosis bajas de 
tacrólimus y una supervivencia de al menos 120 días de los animales trasplantados ya 
que nuestro modelo de RC iba a tener un seguimiento clínico de 9 semanas. Okabayashi 
et al. utilizaron dosis bajas de tacrólimus (0,1 mg/kg/día) en un modelo experimental de 
trasplante hepático en ratas, administrado de forma subcutánea los días 0-3 y 7 
postrasplante para prevenir el RA durante la primera semana para posteriormente 
estudiar la repoblación celular del aloinjerto por las CM de MO movilizadas 
farmacológicamente con plerixafor (287). Sus resultados mostraron una supervivencia 
de los aloinjertos de más de 180 días y una QR extenso aunque irregular en los 
aloinjertos hepáticos (287). Teniendo en cuenta que las dosis bajas de tacrólimus 
producen RC y estimulan la repoblación celular del aloinjerto, hemos optado por crear 
un modelo con una dosis bajas de tacrólimus asociado a tratamiento movilizador de CM 
de MO con plerixafor para tener RC y promover la repoblación celular (310). Nuestros 
resultados muestran la presencia de RC y QR en MO en todos los aloinjertos. Además, 
la expresión de citoquinas en el tejido muscular de los aloinjertos del grupo movilizado 
con plerixafor mostró una disminución significativa de G-CSF, IL-6 e IL-12. Estos 
cambios en el patrón de expresión de citoquinas son atribuibles a la presencia de CM de 




primer estudio experimental que utiliza el papel movilizador del plerixafor en el 
contexto de un TTC. 
La inducción de tolerancia es uno de los objetivos que se pretende conseguir tras 
un trasplante para poder minimizar o eliminar el tratamiento inmunosupresor a largo 
plazo. Desde las primeras observaciones en roedores, se han probado diferentes 
protocolos clínicos con este objetivo (311-313). Los primeros ensayos encontraron una 
mayor supervivencia de los aloinjertos tras múltiples transfusiones de sangre no 
específicas y posteriormente específicas del donante (314,315). Posteriormente, como 
una extensión lógica de este enfoque se sugirió la presencia de un quimerismo mixto, 
con la infusión de MO del donante para inducir tolerancia a los aloinjertos renales y 
hepáticos (316,317). Además, las observaciones de Starzl et al. al documentaron el 
microquimerismo celular a largo plazo de líneas celulares derivadas de la MO en 
aloinjetos hepáticos y renales que habían suspendido la terapia inmunosupresora 
durante varios años (318,319). Las CM de MO del donante infundidas en el momento 
del trasplante podrían producir un efecto regulador de la respuesta inmunológica 
específica frente al aloinjerto (301). Esto también se ha demostrado en protocolos de 
TOS simultáneos a infusión de células de MO del donante con intención de producir 
quimerismo con una mayor supervivencia del aloinjerto (315,320). Bingaman et al. 
demostraron que los aloinjertos óseos podrían facilitar la producción de quimerismo 
hematopoyético en sangre periférica y tolerancia a largo plazo, encontrando una 
correlación directa entre la persistencia de células de MO del donante en el 
microambiente del aloinjerto y la supervivencia del aloinjerto (321). Realizaron 
trasplantes de fémur bajo la cápsula renal de los ratones receptores del aloinjerto y 
evaluaron el quimerismo, la viabilidad del aloinjerto óseo y la respuesta a aloantígenos 




TTC podría ser una fuente continua de CM de MO que mantendrían el quimerismo 
sistémico en el receptor y aumentarían de la supervivencia de aloinjertos de piel (322). 
Sus resultados mostraron que la infusión una suspensión de células de MO en cantidad 
equivalente a las transferidas tras realizar un TTC de pata de rata no prologó la 
supervivencia de los aloinjertos de piel tras cesar el tratamiento IS con ciclosporina. La 
transferencia de un compartimento vascularizado que contenga MO en un TTC 
proporciona al receptor un microambiente de MO funcional del donante en su nicho 
anatómico, pudiendo ser una fuente continua de células del donante. Talmor et al. han 
demostrado en estudios experimentales el efecto inmunomodulador de las células 
dendríticas derivadas de la MO así como la inducción de quimerismo en tejidos 
linfoides tras la transferencia ósea vascularizada en receptores no precondicionados con 
terapias ablativas y tratados con ciclosporina (323). Los aloinjertos óseos vascularizados 
y los TTC transfieren células de MO entre sus componentes. Esto favorece la 
producción de quimerismo sistémico linfohematopoyético en el receptor y se ha 
relacionado con una menor respuesta inmunitaria frente al aloinjerto y una mayor 
supervivencia a largo plazo del tejido trasplantado en estudios experimentales 
(301,323). Rao et al. identificaron que la infusión perioperatoria de células de MO del 
donante en pacientes con TOS aumentaba el quimerismo sistémico en sangre periférica 
(320). De igual manera que el quimerismo sistmémico podría conseguir tolerancia, el 
QR podría producir tolerancia a través de las CM de MO del receptor. Estas CM de MO 
ocuparían nichos específicos en el aloinjerto, vacantes tras el daño tisular producido por 
el rechazo, para adoptar un linaje celular restrictivo de su nuevo entorno, permitiendo 
disminuir los requerimientos de tratamiento inmunosupresor y los efectos secundarios 
asociados. 




receptores inmunológicamente no competentes es la producción de EICH, caracterizada 
por dermatitis, alopecia, edema, cifosis, disnea y pérdida de peso precipitada (299). 
Durante el trasplante de MO, el receptor recibe CM del donante que reemplazan las 
células de MO del receptor en un proceso denominado prendimiento del injerto. Cuando 
las células del donante reconocen el tejido y las células del receptor, causan la EICH. 
Hasta el momento no hay evidencia de EICH tras TTC en modelos experimentales ni 
clínicos (34,285). De igual manera, en nuestro modelo de TTC de pata posterior de rata 
transferimos las CMHe de la MO del aloinjerto, pero en ninguno de los animales 
observamos ningún signo compatible con EICH. Este hecho podría deberse a que en los 
receptores de MO vascularizada, a pesar de estar inmunodeprimidos siguen siendo 
inmunológicamente competentes ya que no se ha vaciado su nicho medular. 
Observaciones previas y la nuestra propia confirman que un nicho de MO del donante 
se reemplaza en un alto porcentaje por MO del receptor (121,260,270,285,310). Esto 
produce un aloinjerto gradualmente menos alogénico en su compartimento medular. 
Todavía desconocemos las implicaciones que el reemplazo de la MO del donante pueda 
tener en la tolerancia del aloinjerto, pero es un mecanismo plausible que podría 
justificar el menor requerimiento de IS en el largo plazo de los pacientes trasplantados. 
La supervivencia global de los animales incluidos en nuestro estudio fue del 
84,21%, lo que supuso la pérdida de 3 ratas de las 19 intervenidas. La pérdida de dos de 
los animales se produjo en probable relación con el sangrado durante la cirugía. El 
tercero de los animales tuvo que ser sacrificado debido a una infección de la herida 
quirúrgica. Generalmente, durante la primera semana postoperatoria los animales 
perdieron peso, iniciando la ganancia ponderal a partir de los 7 días postoperatorios, en 




Los estudios experimentales en trasplante han demostrado que la respuesta 
inmunitaria frente a un órgano está regulada por la interacción de citoquinas (324,325). 
El daño del endotelio por la isquemia, la reperfusión y la cirugía desencadenan 
respuestas inflamatorias inespecíficas también mediadas por citoquinas (324-327).  Las 
células endoteliales dañadas liberan mayores cantidades de IL-1 e IL-6, IFN-, MCP-
1, MIP-1α y MIP-1, IL-8, factores estimuladores de colonias, así como múltiples 
factores de crecimiento como TNF-, PDGF, IGF-1, TGF- y FGF (328-331).  Como 
resultado de un procedimiento quirúrgico se activa una red completa de citoquinas, 
incluso antes de producirse la respuesta inmunitaria de rechazo frente al aloinjerto. La 
producción de citoquinas en el endotelio activado produce una regulación positiva de la 
expresión del CMH e incrementa la adhesión de monocitos y LT, para la infiltración del 
tejido circundante. Por ejemplo, TNF- e IL-1 inducen al endotelio vascular la 
transcripción de VCAM1 (332). 
Como explicamos a continuación, la activación inespecífica del endotelio puede 
ser un factor de iniciación para el desarrollo de RA y/o RC en el aloinjerto. Los 
primeros estudios experimentales que analizaron las vías involucradas en el RA y la 
aceptación del aloinjerto mostraron que estos mecanismos están dominados por la 
producción de citoquinas tipo 1 o tipo 2 dentro del aloinjerto, respectivamente (80). 
Estudios experimentales en TOS sugirieron que el RA se asocia a la expresión en el 
aloinjerto de ARNm de citoquinas tipo 1 (IL-2, IFN-) (325,333-335). También se ha 
observado que la aceptación del aloinjerto se asociaba con una menor producción de 
citoquinas tipo 1 y una mayor producción de citoquinas tipo 2 (194-197).  Sin embargo, 
a partir de estudios en animales genéticamente manipulados se observó que no siempre 
son necesarias citoquinas tipo 1 para que se produzca el rechazo, ni las citoquinas tipo 2 




rechazaron los aloinjertos en presencia de citoquinas tipo 2, y los ratones knockout para 
IL-4 aceptaron sus aloinjertos en presencia de citoquinas tipo 1 (336).  Estos resultados 
sugieren que las citoquinas producidas por células distintas a los LT también son 
capaces de inducir el rechazo del aloinjerto (337). 
Se ha encontrado evidencia experimental del papel que tienen las citoquinas en 
la etiología del RC y la arteriosclerosis del aloinjerto. Estos estudios se han centrado en 
la producción de citoquinas por las células endoteliales y de músculo liso lesionadas y 
en la producción de citoquinas por los macrófagos activados. Los análisis 
semicuantitativos de RT-PCR en aloinjertos aórticos en ratas han mostrado el aumento 
de la expresión de ARNm de varias citoquinas como IL-1, TGF-, PDGF, TNF-, 
IGF-1 y FGF (330,338).  Las citoquinas producidas por las células mononucleares que 
infiltran el aloinjerto también juegan un papel crítico en los procesos de rechazo 
crónico. En un modelo experimental de trasplante cardiaco con rechazo, la expresión de 
MCP-1 y factor inflamatorio del aloinjerto 1 y 2 se encontraron elevados (331,339). En 
este modelo, la arteriosclerosis del aloinjerto también se asoció a una mayor expresión 
de ARNm de IL-6 e IFN-. 
Se desconoce el patrón específico de expresión de citoquinas en el aloinjerto que 
justifique el rechazo o la tolerancia (80). Se ha sugerido que la respuesta de los LTh1 
podría relacionarse con los episodios de rechazo, mientras que los LTh2 podrían estar 
involucradas en la generación de estados de tolerancia (197,340). Sin embargo, las 
interacciones moleculares que tienen lugar tras el trasplante son complejas, no siendo 
posible explicar el rechazo o la tolerancia de los aloinjertos sólo en base a la dicotomía 
entre citoquinas tipo 1 y tipo 2. Wu et al. observaron una mayor expresión de IL-1β, IL-




encontraron niveles aumentados de IL-6 e IFN-γ en aloinjertos cardiacos de ratones 
durante los episodios de RA (341). Van Hoffer et al. demostraron niveles aumentados 
de IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 en aloinjertos cardiacos de pacientes con 
rechazo (211). Además, Liang et al. observaron una mayor supervivencia de aloinjertos 
cardiacos con déficit de expresión de IL-6, sugiriendo que el aloinjerto podría favorecer 
la activación de los linfocitos T efectores del rechazo mediante la producción de IL-6 
(342). Nuestros resultados mostraron una menor expresión de IL-6 en el tercio medio de 
los aloinjertos del grupo tratado con plerixafor (P = 0,024). Sin embargo, ambos grupos 
presentaron signos clínicos de RC sin encontrarse diferencias. Si consideramos que los 
niveles aumentados de IL-6 podrían relacionarse con los episodios de rechazo, nuestras 
observaciones podrían explicarse por la movilización de CM de MO por plerixafor. 
de Mattos et al. identificaron expresión de IL-12 en aloinjertos renales durante 
los episodios de RA (343). Nuestros resultados mostraron una menor expresión de IL-
12 en los tercios medio y distal de los aloinjertos del grupo tratado con plerixafor (P = 
0,006 y P = 0,029). Al igual que con los resultados anteriores, ambos grupos 
presentaron signos clínicos de RC sin encontrarse diferencias entre ellos. Presuponiendo 
que los niveles aumentados de IL-12 podrían relacionarse con los episodios de rechazo, 
nuestros resultados podrían relacionarse con la movilización de CMHe por plerixafor. 
No hay evidencia acerca de los niveles de expresión de G-CSF en los aloinjertos 
de TOS ni de TTC. Sin embargo, Vrtovec et al. concluyeron que la administración 
exógena de G-CSF parecía estar asociada con una menor incidencia de RA y RC en 
aloinjertos cardiacos, sugiriendo un potencial efecto modulador de la respuesta 
inmunitaria (344). Foster et al. también observaron un menor grado de rechazo en 
aloinjertos cardiacos tratados con G-CSF, relacionándolo con el posible efecto inhibidor 




expresión de G-CSF en los tercios medio y distal de los aloinjertos del grupo tratado 
con plerixafor (P = 0,006 y P = 0,013). En cambio, sería esperable que en nuestro 
estudio el grupo tratado con plerixafor hubiese presentado niveles superiores de G-CSF. 
Necesitaríamos mayor evidencia experimental del papel de G-CSF en el desarrollo del 
rechazo para tratar de conocer el papel de esta molécula.  
Dado que la única diferencia entre ambos grupos fue la administración de 
plerixafor, nuestras observaciones en niveles disminuidos de IL-6, IL-12 y G-CSF 
podrían deberse a la presencia de CMHe movilizadas por plerixafor, lo cual sugiere que 
las CM de MO del receptor pueden tener un efecto modulador sobre la producción de 
citoquinas. 
En nuestro estudio, el infiltrado leucocitario medio cualitativo en el grupo no 
tratado con plerixafor fue intenso mientras que en el grupo tratado con plerixafor fue 
moderado. Sin embargo, los contajes celulares por campo de CD3+, CD4+, CD8+, 
CD20+ y CD68+ no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos de 
experimentación. Estos resultados podrían deberse a que en ambos grupos de 
experimentación la presencia de RC estabiliza relativamente el infiltrado leucocitario 
aunque la intensidad sea menor en el grupo tratado con plerixafor, objetivándose 
poblaciones celulares estables en cuanto al número. 
En nuestro trabajo, los contajes por campo de LT CD4
+ y LT CD8
+ pueden 
mantenerse estables debido a que el infiltrado inflamatorio crónicamente activado por la 
presencia de RC en ambos grupos de experimentación no se ve afectado por el 
tratamiento con plerixafor. Los macrófagos activados CD68+ son células efectoras de 
las reacciones CD4+ a través de la liberación de citoquinas. Cuando su activación se 




incrementando la fibrosis tisular e iniciando el desarrollo del RC (346). Al igual que con 
los contajes de LT CD4
+ y LT CD8
+, los macrófagos CD68+ parece que no se ven 
afectados por el tratamiento con plerixafor. Una posible explicación a que los contajes 
celulares no muestren diferencias entre grupos podría deberse a que tampoco se han 
observado diferencias en el RC, ya que el RC sería la expresión histopatológica de la 
respuesta inflamatoria mantenida por los LT CD4
+ y CD8+ así como por los macrófagos 
activados CD68+. 
Los resultados histopatológicos de RC a nivel de los vasos más proximales como 
los vasos femorales y los vasos más distales como los del tercio medio y distal del 
aloinjerto no mostraron diferencias entre ambos grupos de estudio. Esto refleja que la 
hiperplasia intimal no se ve afectada por el tratamiento con plerixafor. Además, los 
datos obtenidos en la medición de la PI y del PPA son homogéneos en ambos grupos de 
aparición sincrónica a nivel del árbol vascular, por lo que podemos concluir que 
plerixafor no previno la aparición de RC. 
Diferentes teorías centradas en el QR intentan explicar el proceso que hace que 
gradualmente se produzca mayor tolerancia frente al aloinjerto. El QR ha sido estudiado 
en TOS y TTC. Medawar fue el primero en hipotetizar que la aceptación del aloinjerto 
podría ser el resultado del reemplazo de las células del endotelio del aloinjerto por 
células del receptor, lo que se conoce como QR endotelial (252,298). Sin embargo, la 
función del aloinjerto depende de células especializadas que también pueden ser objeto 
de reemplazo, lo que se conoce como QR órgano específico (298). En el TOS, el QR 
órgano específico se demostraría por la presencia de cardiomiocitos en aloinjertos 
cardiacos, podocitos, células mesangiales y/o tubulares en aloinjertos renales, 
hepatocitos y/o colangiocitos en aloinjertos hepáticos, y células del epitelio respiratorio 




células dentro del aloinjerto. El QR de la MO se produce progresivamente, de forma 
similar a la sustitución celular descrita en los injertos óseos corticales o “creeping 
substitution” (349,350). La capacidad de producción de QR en la MO del aloinjerto 
sugiere la presencia de un microambiente favorable para este proceso. El QR se puede 
producir a partir de células indiferenciadas multipotenciales de la circulación sanguínea 
o del tejido sano adyacente. Se ha evidenciado histológicamente que las células de la 
piel, endotelio y médula ósea del donante son gradualmente reemplazadas por células 
del receptor, pero la mayor del parte del periosteo y del tejido muscular sigue estando 
formado por células del donante (270). 
El remodelado óseo es constante y se produce a partir de células 
osteoprogenitoras derivadas del periosteo o la médula ósea (271,351). Muramatsu et al. 
demostraron un incremento del ratio de células del receptor/donante a lo largo del 
tiempo tras un TTC de pata posterior en ratas (274). Esta repoblación celular se lleva a 
cabo por igual en todas las partes del hueso, lo que sugiere que las células del receptor 
llegarían al aloinjerto a través de la sangre periférica que accede al hueso por su arteria 
nutricia. Plerixafor, al aumentar los valores en sangre periférica de CMHe CD34+, 
podría acelerar la repoblación celular del aloinjerto. Las agresiones producidas en la 
extracción del aloinjerto como la osteotomía, o la isquemia durante la anastomosis 
microvascular podrían estimular la migración, proliferación y diferenciación de células 
indiferenciadas en osteoblastos, considerándose un mecanismo natural de remodelado 
óseo (260). 
Las CM residentes en los diferentes tejidos juegan un papel fundamental en el 
mantenimiento y autorrenovación de los mismos. El crecimiento y la reparación de las 
fibras musculares esqueléticas en el periodo postnatal depende de una población 




a la lesión muscular, las células satélite se dividen y fusionan para reparar o reemplazar 
las fibras dañadas. Este proceso se limita exclusivamente al músculo dañado y al 
adyacente y su potencial de autorenovación es limitado. (280) Entre los mecanismos 
propuestos se encuentran la migración de células satélite desde las fibras adyacentes y el 
reclutamiento de células no miogénicas como los progenitores mesenquimales. (353) Se 
ha demostrado en estudios in vitro que las células mesenquimales derivadas del estroma 
de la MO pueden diferenciarse en miotubos contráctiles (281). También se ha 
demostrado QR en tejido muscular menor del 10% a las 48 semanas post-trasplante 
(307), encontrando células del receptor alrededor de vasos sanguíneos de pequeño 
calibre. También se ha objetivado QR en piel, pero no se ha demostrado el paso de 
células del donante hacia el tejido cutáneo del receptor (307). Al igual que el resto de 
tejidos, también se daña el endotelio vascular. La mayor parte de las células endoteliales 
son reemplazadas por células del receptor. Hristov y Weber observaron que la 
reparación celular tras isquemia puede producirse a partir de la migración y la 
proliferación de células endoteliales maduras adyacentes (354). Sin embargo, el 
endotelio maduro lo forman células diferenciadas con una baja tasa proliferativa. 
Estudios recientes indican que la sangre periférica contiene CM de MO con potencial de 
diferenciación en células endoteliales (354). 
Muramatsu et al. observaron en un modelo experimental de TTC en ratas que el 
QR óseo era de aproximadamente un 90% a las 24 semanas post-trasplante (260,274). 
El QR óseo estudiado por Muramatsu eliminaba la MO del aloinjerto y se centraba en el 
tejido óseo, demostrando que las células óseas del donante eran gradualmente 
reemplazadas por células del receptor no derivadas del hueso. Ninguno de sus 
aloinjertos óseos presentó episodios de rechazo y la duración de la terapia con 




encontraron que el QR en MO de TTC en cerdos era progresivo y llegaba a ser 
completo a las 48 semanas post-trasplante (285). Mundinger et al. observaron en TTC 
en primates que la MO del donante había sido reemplazada completamente por células 
del receptor a los 180 días del trasplante (120). Nuestros resultados muestran a las 9 
semanas unos porcentajes de QR en MO que varían entre el 85% y el 88%, lo que 
confirma que el que el QR en MO del aloinjerto se produce de forma precoz. 
Las técnicas comúnmente utilizadas para detectar el QR son la IHQ, el cariotipo, 
la hibridación fluorescente in situ (FISH), la reacción en cadera de la polimerasa (PCR) 
y el uso de animales transgénicos (257,259,268,270,274). Sedmak et al. estudiaron la 
endotelización por células del receptor de aloinjertos renales mediante IHQ frente a 
antígenos del grupo sanguíneo ABO. Sin embargo, esta técnica está limitada a 
trasplantes entre individuos ABO no idénticos, dificultando su uso en modelos animales 
(255). Porter utilizó el cariotipado de aloinjertos hepáticos, pero esta técnica requería la 
presencia de células en metafase de mitosis. En la actualidad, la técnica FISH es 
probablemente la más común para la detección del cromosoma Y entre trasplantes que 
cruzan el sexo (254).  Sin embargo, la técnica FISH en tejidos calcificados es altamente 
exigente (356,357). La producción de muestras parafinadas a partir de tejidos 
calcificados requiere su descalcificación previa. La descalcificación ácida del tejido 
puede provocar la hidrólisis del ADN, produciendo su pérdida para la posterior 
aplicación de la técnica FISH (358). La incapacidad para poder llevar a cabo la técnica 
FISH en la MO de nuestros aloinjertos puede estar relacionado con este procesado de 
las muestras. Debido a que la descalcificación no se realizó en las muestras de tejido 
vascular para la detección del QR endotelial, al menos conseguimos hibridar los 
cromosomas X, observándose el fluorocromo rojo con el que se marcaron. Aunque la 




no es tan alta en cortes tisulares en los que algunos núcleos han podido ser dañados 
durante su procesado (270). Otras técnicas moleculares que se han empleado para el 
estudio de la migración celular tras el trasplante es el uso de ratones transgénicos que 
expresan genes informadores como la proteína verde fluorescente o -galactosidasa 
(359-362). La PCR es la herramienta más fácil y fiable para probar la existencia de 
diferentes materiales genéticos en el mismo tejido (363-365).  Se han realizado 
diferentes estudios de PCR para determinar el ratio células masculinas:células 
femeninas en aloinjertos óseos con valores de sensibilidad muy altos para el cromosoma 
Y, detectando ADN masculino en una relación  1:1000 (270,274).  La comparación de 
las bandas formadas permiten una evaluación semicuantitativa del ratio celular 
masculino:femenino adecuado para el análisis cuantitativo del QR (366,367). Al igual 
que Muramatsu et al y a causa de las limitaciones técnicas de la hibridación in situ, 
hemos utilizamos la RT-PCR para valorar el QR en MO del aloinjerto con una 
sensibilidad de detección de 1:1000 células XY, siendo una técnica fiable y eficaz para 






6.1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO 
 
El presente estudio tiene diferentes limitaciones que deben considerarse al 
interpretar los resultados presentados. 
• Se ha utilizado un modelo de RC mediante el uso de dosis sub-terapéuticas 
de tratamiento IS con tacrólimus. Este hecho no se corresponde con la 
práctica clínica habitual pero nos ha permitido desarrollar un modelo 
experimental de RC. 
• Se ha utilizado plerixafor como movilizador de CM de MO a sangre 
periférica para estudiar su papel en la expresión de citoquinas y en el QR. 
Actualmente, el plerixafor está aprobado para su uso clínico en 
combinación con G-CSF y para la movilización desde MO a sangre 
periférica en pacientes con enfermedades oncohematológicas, no en el 
campo de los TTC. Sin embargo, el uso de plerixafor nos ha permitido 
incrementar los niveles de CM de MO circulantes para estudiar su papel 
en el TTC. 
• El modelo de TTC mediante la transferencia osteomuscular heterotópica 
de pata posterior entre ratas puede modificar los resultados obtenidos así 
como su interpretación ya que no se ha incluido el componente cutáneo 
del aloinjerto ni se han realizado procedimientos de neurorrafia ni 
osteosíntesis para valorar su funcionalidad. Este hecho puede incrementar 




































































































• La expresión de G-CSF, IL-6 e IL-12 en el tejido muscular del 
aloinjerto se encontró disminuida significativamente en el grupo sometido a 
tratamiento movilizador de CM de MO CD34+ con plerixafor. Esto nos permite 
rechazar la H0 y aceptar la H1 y verificar el objetivo principal del trabajo, que la 
movilización de CM de MO CD34+ modifica la expresión de G-CSF, IL-6 e IL-12 en 
los aloinjertos de TTC. 
• El infiltrado leucocitario cualitativo en el tercio medio del tejido 
muscular del aloinjerto puede comportarse como un marcador de la intensidad del RC. 
El infiltrado leucocitario cuantitativo no ha permitido aclarar el componente celular 
predominante en el RC. 
• El grado de RC en los vasos femorales y del tercio medio y distal del 
tejido muscular del aloinjerto no se ha visto modificado tras el tratamiento con 
plerixafor. 
• No ha sido técnicamente posible determinar el porcentaje de QR 
endotelial de los vasos femorales del aloinjerto. 
• El tratamiento con plerixafor puede incrementar el porcentaje de QR en 
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